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Diversas plantas medicinais são conhecidas como ―Malvas‖ no Brasil, e entre as 
mais importantes estão a Malva sylvestris (conhecida como ―malva‖), a Sida 
cordifolia (conhecida como ―malva-branca‖) e o Pelargonium graveolens (conhecido 
como ―malva-cheirosa‖). Segundo o conhecimento etnobotânico e o uso tradicional 
popular, estas três espécies apresentam, entre outras, atividades anti-inflamatórias. 
Apesar do uso disseminado, pouca informação se tem a respeito dos mecanismos 
de ação que elas utilizam. Além disso, estas plantas muitas vezes apresentam 
problemas de má classificação e rotulagens inadequadas, o que pode levar a 
problemas de saúde caso o paciente consuma uma espécie não indicada. De todas 
as espécies de ―malvas‖, a única a possuir uma monografia na Farmacopéia 
Brasileira e cujo consumo é recomendado pelo SUS é a M. sylvestris. Este trabalho 
teve como objetivos avaliar o efeito de extratos das três espécies sobre a liberação 
de mediadores inflamatórios por células RAW 264.7 e utilizar técnicas multivariadas 
para auxiliar no controle de qualidade de produtos comerciais. Para a quantificação 
dos mediadores PGE2, PGD2, PGF2α e TXB2, um método por CLAE-EM/EM foi 
desenvolvido e validado. O método analítico utilizou uma coluna cromatográfica 
muito comum em laboratórios (C-18, 4,6x50 mm, 1,8 μm), fornecendo um tempo de 
análise de 4 minutos. A validação mostrou excelentes linearidade, exatidão, 
precisão, efeitos matriz e residual e estabilidade, estando todos os parâmetros 
dentros dos limites aceitáveis de acordo com a RDC ANVISA N. 27/2010. 
Considerando os extratos brutos, as taxas de redução dos mediadores inflamatórios 
causados pelos extratos das plantas variaram de 29% a 47%, sendo o extrato de S. 
cordifolia o que causou maior redução, seguido do extrato de flores de M. sylvestris, 
folhas de M. sylvestris, e folhas de P. graveolens. Utilizando os dados espectrais 
obtidos por técnica de infravermelho e de massas diretamente das folhas ou de 
extratos de folhas, as técnicas quimiométricas PCA e PLS-DA possibilitaram a 
análise exploratória e de classificação, respectivamente, de um conjunto de 60 
amostras comerciais. Esta classificação foi validada e confirmada através de 
análises morfo-anatômicas de todas as amostras, comparando-as com padrões de 
referência de cada espécie. Planejamentos experimentais do tipo Centróide Simplex 
indicaram que a melhor combinação de solventes para extração de polifenóis de 
folhas de M. sylvestris foi aquela que utilizou 70% de etanol e 30% de água. Com os 
resultados obtidos deste planejamento, foi elaborado um modelo de superfície de 
resposta estatisticamente significativo e que pode ser aplicado na previsão do teor 
















Several medicinal plants are known as "Malvas" in Brazil, and among those, the most 
important are Malva sylvestris (known as "malva"), Sida cordifolia (known as "malva-
branca") and Pelargonium graveolens (known as "malva-cheirosa"). According to 
etnobotanical traditional folk knowledge, these three species have anti-inflammatory 
activity. Despite their widespread uses, there is limited information on their 
mechanisms of action. Moreover, these plants often show classification problems 
and inadequate labeling, which may lead to health problems if the patient consumes 
a non indicated species. Among all the species of "malva", the only one having a 
monograph in the Brazilian Pharmacopoeia and whose consumption is 
recommended by the SUS is the M. sylvestris.This study aimed to evaluate the effect 
of the three species on the release of inflammatory mediators by RAW 264.7 cells 
and use multivariate techniques to assist in quality control of commercial products. 
For the quantification of mediators PGE2, PGD2, PGF2α and TXB2, a method by 
HPLC-MS/MS was developed and validated. The analytical method used a common 
chromatography column (C-18 4.6x50 mm, 1.8 μm), providing an analysis within 4 
minutes. The validation showed excellent linearity, accuracy, precision, matrix and 
residual effects and stability, with all parameters presenting values in accordance to 
the limits imposed by ANVISA RDC N°. 27/2010. Considering the crude extracts, 
reduced rates of inflammatory mediators caused by the plant extracts ranged from 
29% to 47%.The extract of S. cordifolia caused greater reduction, followed by the 
extract of M. sylvestris flowers, M. sylvestris leaves and P. graveolens leaves. Using 
the spectral data obtained by infrared and mass spectrometry techniques, which 
were obtained directly from the leaves or leaf extracts, the chemometric techniques 
(PLS-DA) allowed the classification and grouping of a set of 60 commercial samples 
according to species to which they belonged. This classification was validated and 
confirmed by morphological and anatomical analyzes of all samples, comparing them 
with reference patterns of each species. The Simplex Centroid design for 
experiments with mixtures indicated that the best combination of solvents for 
extraction of polyphenols from M. sylvestris leaves was the one using 70% ethanol 
and 30% water. With the present results it was designed a statistically significant 
response surface model that can be applied in predicting the content of polyphenols 
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1 INTRODUÇÃO  
 
Remédios à base de plantas têm sido utilizados por diversos grupos 
étnicos desde tempos remotos para o tratamento de uma infinidade de 
doenças. Dentre as propriedades que as plantas podem apresentar, destaca-se 
a anti-inflamatória, atuando como antipirética, analgésica e cicatrizante 
(COLVARD et al., 2006). No Brasil, em função do grande espaço territorial, 
biodiversidade de espécies e condição econômica da maioria da população, as 
plantas medicinais são amplamente utilizadas como recurso terapêutico no 
tratamento de diversos tipos de inflamações. 
Muitas vezes o controle de qualidade das plantas medicinais torna-se 
difícil em função da forma com que elas são apresentadas ao paciente ou 
consumidor final. Tanto na forma a granel quanto industrializada, estes 
produtos são dispensados para uso através de preparações caseiras como 
macerados, infusos e decocções, e administrados geralmente na forma de 
chás. Dessa forma, as partes da planta utilizadas no produto estão rasuradas 
ou na forma de pó, o que dificulta o controle de qualidade farmacognóstico 
tradicional, através de aspectos morfoanatômicos. Assim, a dificuldade quanto 
à correta identificação do material vegetal leva a incertezas tanto pelo 
profissional de saúde no momento da dispensação quanto pelo paciente no 
momento da administração da planta medicinal. Tendo em vista a diversidade 
de plantas existentes no mercado e o baixo rigor adotado durante o controle de 
qualidade, o consumo indiscriminado deste tipo de remédio pode estar atrelado 
a um grande número de reações adversas. Isto porque diversas plantas 
apresentam efeitos tóxicos mesmo quando consumidas em baixas doses e, 
além disso, os efeitos terapêuticos desejados pelo paciente podem não ser 
atingidos em função da administração de uma espécie que não é a indicada 
para o seu problema. 
No Brasil, a nomenclatura regional ou popular dado às plantas 
medicinais também é uma fonte de equívoco tanto na dispensação quanto na 
administração. Diferenças culturais e/ou semelhanças de pronúncia fazem com 
que plantas de diferentes espécies sejam conhecidas por nomes similares. 
Dentre as plantas em que isso ocorre, destacam-se aquelas que são 
conhecidas como ―Malvas‖, muito comuns em todas as regiões do Brasil. A 
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Tabela 1 relaciona 21 espécies de plantas medicinais cujo nome popular ou 
regional envolve a palavra ―malva‖. Interessantemente, nem todas estas 
espécies pertencem à família das malváceas, o que mostra que a forma com 
que a planta é conhecida nem sempre segue critérios científicos. 
 
TABELA 1 – ESPÉCIES DE PLANTAS CUJO NOME POPULAR NO BRASIL ENVOLVE A 
PALAVRA ―MALVA‖ 
ESPÉCIE FAMÍLIA NOME POPULAR 
Alcea rosea L. Malvaceae 
Malva-da-índia; malva-rosa; malva-real; malva-
isabela; malva-loca 




Hibiscus bifurcatus Cav. Malvaceae Malva-vinagreira 
Malva sp Malvaceae Malva-de-cheiro 
Malva crispa L. Malvaceae Malva, malva-crespa 
Malva moschata L. Malvaceae Malva-almiscarada 
Malva parviflora L. Malvaceae 
Malva-rasteira; malva-de-flor-pequena; malva-de-
botica; malva-de-cheiro 
Malva sylvestris L. Malvaceae 
Malva; malva-grande; malva-das-boticas; malva-
















Lamiaceae Malva-amarga; malva-santa 
Sida cordifolia L. Malvaceae Malva-branca 
Sida rhombifolia L. Malvaceae Malva-preta; malva 
Sidastrum sp Malvaceae Malva-da-Bahia 
Urena lobata L. Malvaceae 
Malva-de-embira; malva-roxa-recortada; malva-
roxa 
Waltheria communis A. 
St.-Hil. 
Malvaceae Malva-branca; malva-veludo 
Waltheria douradinha 
St. Hilaire 
Malvaceae Malva-branca; malva-veludo 
Waltheria indica L. Malvaceae Malva-branca; malva-veludo 
FONTE: O autor, (2013) 
 
Destas plantas conhecidas como ―malvas‖, destaca-se no sul do Brasil o 
consumo da Malva sylvestris (conhecida como ―malva), da Sida cordifolia 
(conhecida como ―malva-branca‖) e Pelargonium graveolens (conhecida como 
―malva-cheirosa‖). De modo geral, segundo a literatura etnobotânica, todas elas 
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apresentam atividade anti-inflamatória, em maior ou menor grau, porém 
atuando especificamente em tecidos diferentes. M. sylvestris é principalmente 
indicada para infecções de boca e garganta (PIERONI et al., 2004; 
GUARRERA et al., 2005), enquanto S. cordifolia atua como um tradicional anti-
reumático e antipirético (SAMY et al., 2008;  AGGARWAL et al., 2011) e P. 
graveolens atua principalmente contra inflamações oriundas de enfermidades 
do estômago (VENDRUSCOLO, MENTZ, 2006; CAVAR, MAKSIMOVI, 2012). 
Apesar de amplamente utilizadas e já estabelecidas na medicina popular 
tradicional, apenas a M. sylvestris possui monografia na Farmacopéia Brasileira 
4ª edição, mesmo não sendo uma planta nativa do Brasil. O consumo desta 
planta é, inclusive, incentivado pelo governo brasileiro, já que ela faz parte do 
rol de plantas medicinais elencadas no Anexo I da RDC ANVISA N° 10, de 9 de 
março de 2010 (BRASIL, 2010). Esta resolução regulamenta o uso de plantas 
medicinais de uso tradicional popular no Brasil que são de venda livre e 
utilizadas exclusivamente na forma de droga vegetal para o preparo de 
infusões, decoctos e macerações. 
Dessa forma, assumindo que boa parte da população desconhece os 
aspectos morfológicos e anatômicos de plantas medicinais, muitas vezes os 
pacientes adquirem e consomem outras espécies também conhecidas como 
―malva‖ que não a oficialmente recomendada M. sylvestris. 
Esta tese está dividida em um referencial teórico (que aborda toda a 
revisão bibliográfica) e em três capítulos. No primeiro, foram avaliados os 
efeitos anti-inflamatórios de extratos de folhas e flores de M. sylvestris e folhas 
de S. cordifolia e P. graveolens. Estes extratos (brutos e fracionados) foram 
adicionados a cultivos de células RAW 264.7 (macrófagos de rato) e, no 
sobrenadante, foram quantificados os níveis dos mediadores inflamatórios 
PGE2, PGD2, 6-ceto-PGF1α, PGF2α, LTB4 e TXB2. No segundo capítulo, 
espectros de infravermelho e massas foram obtidos de amostras comerciais de 
―Malvas‖ adquiridas de diversas regiões do país, e com o auxílio da 
quimiometria, foram separados em grupos de cada uma das espécies. Para a 
validação deste método, foram obtidas imagens das superfícies das folhas 
(microscopia eletrônica de varredura) e de cortes transversais do mesófilo foliar 
(microscopia óptica) de todas as amostras, que então foram comparadas com 
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padrões das três espécies devidamente identificadas e depositadas em museu 
botânico. No terceiro capítulo, um planejamento experimental do tipo centróide 
simplex aplicando mistura de 4 solventes (água, metanol, etanol e acetona) foi 
utilizado para otimizar a extração do marcador farmacopéico nas folhas de M. 
sylvestris, malvidina-3-glucosídeo. Adicionalmente, utilizando o mesmo 
planejamento experimental, foram quantificados os teores de compostos 
fenólicos e avaliada a capacidade antioxidante dos extratos, e então superfícies 
de resposta foram propostas para cada uma das quantificações. 
 
1.1 OBJETIVO GERAL 
 
O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a relação entre derivados 
eicosanóides e a atividade anti-inflamatória de extratos de espécies de 
―Malvas‖  (M. sylvestris, S. cordifolia e P. graveolens) e utilizar técnicas 
multivariadas para auxiliar no controle de qualidade de amostras comerciais. 
 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Desenvolver e validar método analítico por CLAE-EM/EM para quantificação 
dos eicosanóides PGE2, PGD2, 6-ceto-PGF1α, PGF2α, LTB4 e TXB2; 
 Avaliar a atividade anti-inflamatória dos extratos brutos e frações das três 
espécies, utilizando cultivos de células RAW 264.7; 
 Desenvolver modelos por PCA para análise exploratória e por PLS-DA para 
classificação de amostras comerciais das espécies de M. sylvestris, S. 
cordifolia e P. graveolens, utilizando os dados espectrais obtidos por 
espectroscopia no infravermelho e espectrometria de massas; 
 Otimizar a extração de compostos fenólicos e antioxidantes através de 
planejamento experimental do tipo Centróide Simplex e obter modelos de 
superfícies de resposta; 
 Desenvolver método cromatográfico por CLAE-EM/EM para quantificação de 





2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 
2.1 INFLAMAÇÃO  
 
A palavra inflamação tem origem no grego (phlogosis) e no latim 
(flamma), ambas significando ―fogo‖, ou ―área em chamas‖. Descrições sobre 
as características clínicas da inflamação já existiam há mais de dois milênios, 
porém, somente no século I d.C., os quatro sinais cardinais da inflamação 
(rubor, inchaço, calor e dor) foram descritos por Celsius (ROCK; KONO, 2008). 
Hoje se sabe que estes quatro sinais primários se relacionam com eventos 
fisiológicos durante o processo inflamatório, que envolvem dilatação de vasos, 
aumento de fluxo sanguíneo, aumento de permeabilidade vascular, aumento de 
temperatura local e quimiotaxia de células e mediadores da inflamação 
(CUZZOCREA, 2005). Muitos séculos depois, em 1843, Rudolf Virchow 
instituiu a perda de função como o quinto sinal cardinal da inflamação, inclusive 
relacionando este fato com a origem de alguns tipos de câncer (GREENE et al., 
2009). 
A inflamação se traduz como uma intensa mobilização dos sistemas de 
defesas celular e humoral do organismo, com participação vascular, neural e 
hormonal, desencadeada por estímulos físicos, químicos ou biológicos (VITA 
RODRIGUEZ; LAWRENCE, 2010). Apesar de ser a primeira linha de defesa do 
organismo contra lesões teciduais, uma resposta inflamatória excessiva pode 
tornar-se uma fonte de lesão ainda maior do que a provocada pelo estímulo 
inicial (GAO et al., 2003). É dividida classicamente entre inflamação aguda e 
crônica. A primeira refere-se à resposta que começa de maneira abrupta, 
sendo associada à agressão súbita. Dura de poucos minutos a algumas horas 
e envolve reação exsudativa na qual fluído, proteínas e leucócitos do tipo 
neutrófilos saem da circulação e se dirigem para o local da agressão. Se o 
agente agressor é persistente, a inflamação pode tornar-se crônica, onde 
ocorre uma reação proliferativa com propagação de fibroblastos, elementos 
vasculares e células mononucleares (macrófagos e linfócitos, principalmente) 
(BOGATCHEVA et al., 2005). 
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O tecido inflamado responde, controla e modula a inflamação através de 
uma variedade complexa de reações atreladas a mediadores químicos, muitos 
dos quais ainda não são totalmente conhecidos. Os mediadores químicos 
farmacologicamente significativos incluem a histamina, Fator de Ativação 
Plaquetária (FAP), citocinas, bradicinina e os eicosanóides (RANG et al., 2007).  
 
2.1.1 Mediadores químicos da inflamação 
 
A principal fonte de mediadores químicos da inflamação é o ácido 
araquidônico (ácido 5,8,11,14-eicosatetraenóico), um ácido graxo insaturado de 
vinte carbonos (“eicosa”) contendo quatro duplas ligações (“tetraenóico”) (LUO; 









FIGURA 1 – ESTRUTURA QUÍMICA DO ÁCIDO ARAQUIDÔNICO 
FONTE: Adaptado de BLEWETT et al., ( 2008) 
 
 
Os eicosanóides são os metabólitos oxidativos do ácido araquidônico, 
responsáveis por uma ampla variedade de funções biológicas incluindo a 
regulação da inflamação (BLEWETT et al., 2008). 
O ácido araquidônico encontra-se na membrana das células na forma 
esterificada, sendo integralmente proveniente dos fosfolipídeos. Através da 
ação das enzimas como a Fosfolipase A2 (PLA2), os fosfolipídeos da 
membrana são clivados e o ácido araquidônico surge como produto desta 
reação (LUO; FLAMAND; BROCK, 2006). Diversos tipos de estímulos podem 
levar a liberação de ácido araquidônico por diferentes tipos de células, entre 
eles a trombina nas plaquetas, C5a nos neutrófilos, bradicinina nos fibroblastos 
e reações antígeno-anticorpo nos mastócitos (BOGATCHEVA et al., 2005; 
RANG et al., 2005). 
O ácido araquidônico liberado pode então tornar-se substrato de três 
caminhos enzimáticos oxidativos diferentes, sendo eles a ciclooxigenase 
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(COX), a lipooxigenase (LOX) e o citocromo P450 (CYP). A via da COX está 
relacionada com a síntese de prostanóides que incluem as prostaglandinas 
(PGs) e os trombaxanos (TXs), enquanto que a LOX está envolvida na síntese 
de leucotrienos (LTs), lipoxinas (LX) e alguns ácidos hidroxieicosatetraenóicos 
(HETEs) e o CYP produz principalmente os ácidos epoxieicosatrienóicos 
(EETs), os ácidos dihidroxieicosatrienóicos (DiHETEs) e alguns HETEs 
(BLEWETT et al., 2008; PÉREZ-CHACÓN et al., 2009). 
As ciclooxigenases (COX), também chamadas de PG endoperóxido 
sintases, possuem duas isoformas identificadas, a COX-1 e a COX-2. A COX-1 
apresenta-se de forma constitutiva nos tecidos corpóreos, envolvendo-se na 
produção de prostanóides relevantes em processos fisiológicos, enquanto a 
COX-2 é produzida principalmente em função do estímulo gerado por estados 
inflamatórios (BURIAN, GEISSLINGER, 2005). 
Dentre os metabólitos da COX, as prostaglandinas apresentam como 
característica estrutural um anel de ciclopentano, e os tromboxanos 
apresentam um anel de seis membros. As substituições nestes anéis conferem 
as diferenças entre as famílias destas moléculas, as quais são classificadas por 
letras, e os números subescritos representam sempre o número de duplas 
ligações existentes (NAKAHATA, 2008). Com relação aos principais 
metabólitos da LOX, os leucotrienos, estes apresentam como característica 




Todas as células, com exceção dos eritrócitos, têm capacidade de 
produzir prostaglandinas por um fenômeno conhecido como ―cascata do ácido 
araquidônico‖ (HARRIS et al., 2002). Após a metabolização do ácido 
araquidônico pela PLA2, a síntese de prostaglandinas inicia-se com as 
ciclooxigenases (COX 1 e 2) produzindo endoperóxidos instáveis (PGG2 e 
posteriormente PGH2). Então, sintetases prostaglandina-específicas existentes 
nas células convertem a PGH2 em uma série de prostaglandinas 
biológicamente ativas, dentre as quais se destacam a PGI2, PGF2α, PGD2 e 
PGE2 (HARRIS et al., 2002; TAKEMIYA; MATSUMURA; YAMAGATA, 2007).  
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Após a síntese, as prostaglandinas são rapidamente liberadas das 
células e agem então próximo ao sítio de produção por ligação à receptores 
específicos e de alta afinidade (HARRIS et al., 2002). As prostaglandinas estão 
envolvidas em diversos processos fisiológicos, incluindo contração e 
relaxamento da musculatura brônquica ou uterina; hipotensão; metabolismo 
ósseo; aumento do fluxo sanguíneo renal, resultando em diurese, natriurese, 
caliurese e estimulação da secreção de renina; proteção da mucosa gástrica e 
regulação do fluxo sanguíneo local; inibição da secreção ácida gástrica; 
crescimento e desenvolvimento do tecido nervoso; controle do ciclo do sono; 
resposta endócrina; angiogênese; progressão metastática; ejaculação, ereção 
e transporte de esperma; parto, menstruação, fertilização e ovulação, dentre 
outros (MUBARAK, 2010). 
Todos os processos inflamatórios favorecem a biossíntese de 
prostaglandinas que contribuem para a gênese dos sinais e sintomas da 
inflamação. Assim, algumas prostaglandinas estão envolvidas na vasodilatação 
e no aumento da permeabilidade vascular (WANG; DuBOIS, 2008), na 
regulação da quimiotaxia de leucócitos polimorfonucleares e na resposta 
imunológica e hiperalgesia, através da hipersensibilização dos nociceptores 
polimodais das fibras C a estímulos mecânicos e químicos (CHEN; TANNER; 
LEVINE, 1999). Classicamente, PGE2 e PGI2 são responsáveis pela maior 
parte dos efeitos relacionados à inflamação, estando envolvidas no 
desenvolvimento da febre, hiperalgesia, vasodilatação e aumento da 
permeabilidade vascular (BLEWETT et al., 2008). 
Cada tipo de prostaglandina atua fisiologicamente em seu receptor 
específico. A PGD2 (agindo sobre receptores denominados DP) atua causando 
vasodilatação, inibição da agregação plaquetária, relaxamento dos músculos 
gastrointestinal e uterino e também modificando a liberação de hormônios 
hipotalâmicos/hipofisários. A PGE2 possui mais de um receptor identificado, 
atuando sobre o EP1 na contração do músculo liso brônquico e gastrointestinal, 
sobre os EP2 causando bronco e vasodilatação, aumento da secreção 
gastrointestinal e relaxamento do músculo liso gastrointestinal, e sobre os EP3 
causando contração do músculo liso intestinal, inibição da secreção ácida 
gástrica, aumento da secreção de muco, inibição da lipólise e da liberação de 
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neurotransmissores autonômicos e estimulação do útero gravídico. A PGE2 
ainda atua sobre receptores desconhecidos na produção de febre, inibição da 
proliferação das células T e ativação dos macrófagos, na liberação de 
esteróides supra-renais e eritropoietina pelo rim, na broncodilatação, 
vasodilatação e relaxamento do músculo liso intestinal. Com relação ao PGF2α, 
agindo sobre os receptores FP, atua principalmente na contração do miométrio 
em humanos. A PGI2 age sobre os receptores IP, causando vasodilatação, 
inibição da agregação plaquetária, liberação de renina e natriurese por efeitos 
sobre a reabsorção tubular de sódio (RANG et al., 2005; WANG; DuBOIS, 




 Os tromboxanos são sintetizados a partir da prostaglandina-H2, através 
da catálise enzimática de tromboxano-sintases. O primeiro produto que surge 
desta reação é o tromboxano-A2 (TXA2), que é rapidamente convertido a 
tromboxano-B2 (TXB2) (NAKAHATA, 2008).  
 O TXA2 é um metabólito muito instável, possuindo um tempo de meia-
vida de 30 segundos. Apesar da baixa estabilidade, o TXA2 é o responsável por 
todas as atividades fisiológicas e patofisiológicas desta categoria de 
eicosanóides, sendo o seu produto de degradação, o TXB2, inativo. O TXA2 age 
em função de ligação em seu receptor acoplado à proteína-G (denominado TP) 
em diversos sítios no organismo, que incluem músculos lisos, plaquetas, 
células endoteliais, sistema nervoso central e periférico, rins e sistema imune, e 
também está envolvido em processos de inflamação e alergia (NAKAHATA, 
2008). 
 Atuando nos músculos lisos, o TXA2 tem alta atividade contrátil, 
principalmente nos brônquios, intestino, útero e bexiga. Uma das mais 
importantes ações do TXA2 é a ativação plaquetária, promovendo a agregação 
e conseqüente formação de trombos, que é a principal causa de infartos 
cerebrais e do miocárdio (KATUGAMPOLA; DAVENPORT, 2001). Nas células 
endoteliais, TXA2 atua acelerando a expressão de proteínas de adesão 
intracelulares e vasculares (ICAM-1 e VCAM-1, respectivamente), e também 
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moléculas de adesão de leucócitos, como a ELAM-1 (ISHIZUTA et al., 1998).  
Outras funções nas células endoteliais do TXA2 incluem a estimulação da 
migração celular e da produção de PGI2, a qual atenua a agregação 
plaquetária e contração dos músculos lisos, servindo como um regulador por 
feedback negativo (NIE et al., 2000). Atuando no sistema nervoso, o TXA2 
realiza a modulação de liberação de hormônios e interleucinas, estimula os 
neurônios periféricos e está envolvido nos reflexos pulmonar e cardiovascular. 
(NAKAHATA, 2008). Nos rins, o TXA2 promove mudanças no fluxo de íons, 
contração das células mesangiais glomerulares e dos vasos do tecido renal, 
além de estimular a produção de metabólitos como fator de crescimento, 
fibronectina, laminina e colágeno (BROWNAB; VENUTO, 1999). No sistema 
imune, o TXA2 estimula a divisão de células CD4+ e CD8+, além de atuar na 
quimiotaxia de células T (NAKAHATA, 2008). 
 Na inflamação e alergia, o TXA2 tem um papel importante na medida em 
que tem sido relatada a sua relação com a patogênese de processos 
inflamatórios e alérgicos (principalmente das vias aéreas superiores, como no 
caso da rinite), onde atua como regulador da quimiotaxia de neutrófilos, 
aumentando a dificuldade de passagem de ar pelas vias aéreas e a 




Os leucotrienos (LTs) são os derivados do ácido araquidônico 
originalmente isolados de leucócitos polimorfonucleares de coelhos, de onde 
provém o seu nome. São originados em resposta a estímulos inflamatórios e 
imunes, que conduzem à mobilização do cálcio intracelular, o que inicia a sua 
cascata de biosíntese (RINALDO-MATTHIS; HAEGGSTRÖM, 2010). 
Os leucotrienos são produzidos pela atividade da enzima 5-
lipooxigenase, a qual é ativada pela ação do cofator ―Proteína Ativadora de 5-
lipooxigenase‖ (FLAP), levando primeiramente à formação de um intermediário 
instável denominado LTA4. Este pode ser então enzimaticamente convertido à 
LTB4 pela LTA4-hidrolase ou à LTC4 pela LTC4-sintase (YOKOMIZO et al., 
1995). O LTC4 dá então origem a outros leucotrienos como LTD4, LTE4 e LTF4 
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(conjunto que, juntamente com o LTC4, é denominado ―cisteinil-leucotrienos‖), 
através da ação de enzimas da família das peptidases, cada qual sendo 
formado dependendo do tipo celular envolvido (REDDANNA et al., 2003). O 
grupo cisteinil-leucotrienos é assim designado em função de possuir um 
resíduo do aminoácido ligado no carbono 6 das suas estruturas (HOLGATE; 
BRADDING; SAMPSON, 1996; RANG et al., 2007). 
Os leucotrienos possuem vários efeitos sobre os processos 
inflamatórios, principalmente na fase aguda.  O pulmão é um dos órgãos que 
mais respondem à fabricação de leucotrienos, razão esta que confere à asma 
numerosos estudos relacionados ao metabolismo destes derivados do ácido 
araquidônico (BUCCELLATI et al., 2002; HOUSSEN et al., 2010). 
Na inflamação, o LTB4 atua como um potente agente quimiotático com 
relação a neutrófilos, macrófagos e eosinófilos. Nos neutrófilos, também é 
responsável pela regulação das moléculas de aderência à membrana, e nos 
macrófagos e linfócitos, estimulam a proliferação e a liberação de citocinas 
(CROOKS; STOCKLEY, 1998). 
Os cisteinil-leucotrienos são altamente espasmogênicos, especialmente 
no trato respiratório e na microcirculação, levando a broncoconstrição e 
vasoconstrição, respectivamente, além de aumentarem a secreção de muco, 
implicando na patogênese da asma (RINALDO-MATTHIS; HAEGGSTRÖM, 
2010; BLEWETT et al., 2008). Na inflamação, são responsáveis principalmente 
pelo aumento na permeabilidade vascular (o que gera edema) e pela eosinofilia 
(HOLGATE; BRADDING; SAMPSON, 1996; BLEWETT et al., 2008). 
 
2.1.2 Macrófagos e a resposta inflamatória 
 
Os macrófagos desempenham funções de fagocitose e síntese nos 
tecidos. Estas células são particularmente numerosas no tecido inflamado, e 
são derivados dos monócitos circulantes do sangue que migram para o tecido 
por quimiotaxia. O núcleo desta célula é caracterizado por invaginações de 
tamanhos variados, e uma zona intensa de condensação de cromatina pode 
ser vista em sua periferia. O Complexo de Golgi é bem desenvolvido e 
numerosas vesículas estão presentes no citoplasma. Restos de materiais 
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fagocitados são encontrados nas vesículas lisossômicas, denominadas 
fagossomos. Além disso, há um grande número de microvilosidades na 
periferia da célula, que auxiliam na projeção em direção ao material a ser 
fagocitado (LINDHE et al., 2010). 
A atividade fagocitária destas células é aumentada por apresentarem na 
superfície receptores para a porção Fc da IgG, o que promove o contato dos 
antígenos com a célula, ativando-a. Porém, atuam também sem especificidade 
com antígenos, o que permite a capacidade de destruição de um grupo diverso 
de bactérias antigenicamente não-relacionado (CARRANZA, 1992). 
Os macrófagos são as células-chave do sistema imune inato envolvido 
na progressão da doença periodontal de uma condição aguda para uma 
patologia crônica, estando presentes em maiores quantidades em lesões 
periodontais ativas do que em inativas (CARRANZA, 1992). Estas células são 
importantes fontes de citocinas, incluindo IL-1β e TNF-α, as quais estimulam a 
ativação da imunidade celular, além de amplificar a cascata inflamatória e 
contribuir para a destruição do tecido do hospedeiro. Além disso, em resposta à 
presença de micro-organismos, macrófagos liberam IL-12, que age 
estimulando a atividade antibacteriana dos próprios macrófagos, induzindo-os à 
atividade fagocitária (CHOMYSZYN-GAJEWSKA et al., 2002). Os macrófagos 
são também reconhecidamente produtores da citocina pró-inflamatória IL-17, 
que tem papel-chave na indução da cascata de liberação de outras citocinas 
produzidas e liberadas por diversas células gengivais, como os fibroblastos e 
os próprios macrófagos (BENKLEN et al., 2007). Somado a isso, outros fatores 
como IL-1, TNF-α, PGE2 e óxido nítrico também estão envolvidos com a 
reabsorção óssea observada na periodontite (YOUNES et al., 2009). 
Estudos mostram que células inflamatórias sempre estão presentes no 
tecido gengival conectivo, porém variam em número e função nos diferentes 
estágios da inflamação. O número de monócitos/macrófagos aumenta 
constantemente nos diferentes estágios patológicos, sugerindo que estas 
células estão bastante relacionadas com o curso da doença periodontal 
(BENKLEN et al., 2007). Um importante fator de risco para o desenvolvimento 
da periodontite é o uso de tabaco. Apesar do mecanismo desta relação ainda 
não estar totalmente claro, estudos recentes utilizando análises de DNA de 
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macrófagos da região periodontal mostram que diversos genes são 
diferencialmente expressados em resposta à nicotina, causando resposta 
inflamatória exacerbada e portanto, distúrbios nos mecanismos de defesa 
contra os patógenos (BALDI et al., 2009). 
O uso de macrófagos, notadamente através de células RAW 264.7, é um 
importante método de avaliação de atividade anti-inflamatória in-vitro, 
classicamente utilizado na avaliação do efeito terapêutico de plantas 
medicinais. Através da estimulação destas células com lipopolissacarídeos 
bacterianos (LPS), ocorre uma elevação na expressão de mediadores químicos 
da inflamação como óxido nítrico (NO) e prostaglandinas, as quais podem ser 
quantificadas e correlacionadas com o efeito anti-inflamatório da planta em 
estudo (NAHAR et al, 2014). 
 
2.1.3 Plantas medicinais com atividade anti-inflamatória 
 
2.1.3.1 Malva sylvestris 
 
M. sylvestris, (Figura 2), é uma planta medicinal popularmente conhecida 
no Brasil como malva, malva-grande, malva-das-boticas, malva-verde, rosa-
chinesa ou rosa-marinha. É uma planta da família das malváceas que cresce 
em diversos tipos de solo, sendo nativa da Europa e Ásia, porém encontrada 
facilmente nas latitudes subtropicais e temperadas de ambos os hemisférios 
(SLEIMAN; DAHER, 2009). 
 
FIGURA 2 – PARTES AÉREAS DA M. sylvestris 
NOTA: (A) Inflorescências 
 (B) Folhas jovens 
(C) Frutos imaturos 
FONTE: Adaptado de (BARROS et al., 2010) 
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O uso de diversas partes desta planta é vastamente conhecido, e suas 
atividades farmacológicas são amplas. Dentre todas as ações, destaca-se o 
uso como anti-inflamatório no tratamento de complicações respiratórias, do 
sistema urinário e inflamações da mucosa oral (PIERONI et al., 2004; 
GUARRERA et al., 2005). A importância da utilização da M. sylvestris no 
combate a processos inflamatórios de boca e garganta foi reconhecida pela 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), através da publicação da 
RDC Nº 10, de 09 de março de 2010. Esta resolução regulamenta o uso de 
plantas medicinais de uso tradicional popular no Brasil e traz em seu anexo 
uma lista com dezenas de espécies que são de venda livre no país. Neste 
sentido, o uso da M. sylvestris é recomendado sob a forma de infusão, 
administrando-a oral ou topicamente (BRASIL, 2010). 
Estudos realizados até o momento mostram que o efeito anti-inflamatório 
das folhas da M. sylvestris pode ser devido a diversos fatores, tais como a 
atividade anti-complemento (TOMODA et al., 1989); atividade antioxidante, que 
bloqueia a ação de radicais livres responsáveis pela liberação de mediadores 
inflamatórios por macrófagos e neutrófilos (CONFORTI et al., 2008) ou 
diminuição das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-glicosaminidase 
(NAG), relacionadas com a quimiotaxia de células de defesa (PRUDENTE et 
al., 2013). Além disso, foi demonstrado que, em diferentes partes da planta, 
estão presentes vários flavonóides que reconhecidamente apresentam 
atividade anti-inflamatória. Desse modo, folhas e flores de M. sylvestris 
mostraram teores significativos de genisteína, miricetina, apigenina, quercetina 
e campferol (SIKORSKA; MATLAWSKA; FRANSKI, 2004; ALESIANI et al., 
2007). 
Em virtude da grande variedade de informações envolvendo esta 
espécie, uma revisão envolvendo aspectos farmacológicos, etnobotânicos, 
agronômicos e fitoquímicos foi realizada e publicada em forma de artigo, 
objetivando contextualizar os avanços realizados até o momento e colaborar 
com futuras pesquisas sobre o tema (GASPARETTO et al., 2012). 
 




A família malvácea compreende aproximadamente 120 gêneros e 2000 
espécies espalhadas por diversas regiões do mundo. O gênero Sida é o 
terceiro mais diversificado desta complexa família, apresenta em torno de 250 
espécies dentre as quais se destaca a S. cordifolia. Esta planta é largamente 
distribuída nas regiões tropicais e subtropicais, sendo facilmente encontrada ao 
longo de estradas e campos baldios em localidades de altitude inferior a 1000 
metros, crescendo em muitos locais como uma planta daninha (NUNES et al., 
2006; JAIN et al. 2011). Originária da Índia, onde é conhecida como ―Bala‖, S. 
cordifolia é tradicionalmente utilizada na medicina ayurvédica há mais de 3000 
anos no tratamento e prevenção de diversas doenças, tendo presença 
marcante na cultura indiana. Considerada como afrodisíaca, é historicamente 
utilizada em conjunto com outras drogas em uma preparação denominada 
―Divya Yauvanamrita Vati‖, utilizada contra debilidades sexuais, impotência e 
infertilidade (SAMY et al., 2008;  AGGARWAL et al., 2011). Muito popular 
também em diversas regiões da África, tem papel relevante na saúde de 
grande parte da população, na medida em que é utilizada no tratamento de 
malária, varíola e infecções bacterianas, doenças frequentemente encontradas 
nestas localidades (KONATÉ et al., 2012). A planta inteira exibe propriedades 
terapêuticas, mas em geral os efeitos farmacológicos são relacionados às 
folhas e às raízes, especialmente devido a presença de alcalóides, esteróides, 
flavonóides e saponinas (SUTRADHARet al., 2008). Ocorre abundantemente 
também nas regiões tropicais das Américas, adaptando-se muito bem ao Brasil 
onde é encontrada em todas as regiões. Destaca-se seu uso como planta 
medicinal na região nordeste, onde é conhecida como ―malva-branca‖ (NUNES 
et al., 2006). 
Cresce como um arbustro de até dois metros de altura, as folhas se 
apresentam com coloração verde-clara e com formato cordado ou ovalado. 
Apresenta poucas raízes laterais, tendo o eixo principal na fase adulta um 
tamanho de 5 a 15 cm. Os frutos, que apresentam um par de arestas em cada 
carpelo, são pequenos (de 6-8 mm), e as flores, de cor branca ou levemente 
amarelada, aparecem isoladas ao longo da planta. É praticamente inodora e 
possui um sabor ligeiramente amargo (PAWA et al., 2011). 
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A S. cordifolia é utilizada na medicina tradicional em diversas funções, 
como antireumática, antipirética, laxativa, diurética, anti-inflamatória, 
analgésica, antioxidante, hepatoprotetora, anti-parkinsoniana, adaptogênica, 
hipoglicemiante e hipotrigliceridemiante (KUBAVAT; ASDAQ, 2009; JAIN et al., 
2011). Além disso, também possui atividade como antiviral, antibacteriana e 
antifúngica, sendo aplicada em casos de disenteria crônica, gonorréia e 
desordens urinárias bacterianas (SUTRADHARet al.; 2006). Nos últimos anos, 
estudos avaliaram a sua atividade contra doenças cardiovasculares e 
respiratórias, principalmente em função da presença de aminas 
simpatomiméticas como efedrina e pseudoefedrina (potentes vasoconstritores), 
e alcalóides quinazolínicos como vasicinona, vasicinina e vasicinol 
(hipotensores com comprovada atividade broncodilatadora) (FRANZOTTI et al., 
2000; KUBAVAT; ASDAQ, 2009, MEDEIROS et al., 2006). Efedrina e pseudo-
efedrina são também conhecidas como estimulantes do sistema nervoso 
central, e apesar de apresentarem-se em baixas concentrações nas folhas 
(menos de 2% em peso), o uso excessivo de S. cordifolia pode levar a efeitos 
colaterais como insônia, ansiedade, nervosismo, aumento da pressão arterial, 
perda de memória e até mesmo infarto. Além disso, tal propriedade pode 
auxiliar na perda de peso e emagrecimento, e devido à potencial aplicação em 
práticas esportivas no que tange ao aumento da performance física, foi banida 
como suplemento alimentar em diversos países como EUA e Inglaterra. Em 
função dos efeitos broncodilatadores da vasicinona, vasicina e vasicinol, a 
planta também é utilizada no tratamento de afecções brônquicas, 
especialmente no que se refere à tosse, asma, bronquite, congestão nasal e 
gripe (JAIN et al. 2011).  Em doenças cardíacas, a presença destas 
substâncias hipotensoras faz da Sida cordifolia uma planta de interesse para o 
tratamento de infarto do miocárdio, auxiliando na vasodilatação e bradicardia 
(KUBAVAT; ASDAQ, 2009). Adicionalmente, o óleo de S. cordifolia é usado de 
forma tópica contra dores musculares e nas articulações, principalmente em 
casos de reumatismo e artrite, e a partir das folhas são elaborados 
cataplasmas que auxiliam na cicatrização de feridas e no alívio de dores (JAIN 
et al. 2011). Em algumas regiões da Índia, altas doses de extratos aquosos de 
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S. cordifolia são utilizadas como abortíferas, tendo inclusive este efeito sido 
comprovado através de estudos teratogênicos em ratos (NATH et al., 1992). 
 
2.1.3.3 Pelargonium graveolens 
 
O gênero Pelargonium, pertencente à família geraniaceae, 
compreende em torno de 270 espécies. Dentre as espécies mais conhecidas 
destaca-se o P. graveolens, que é uma planta sub-arbustiva originária do sul da 
África e introduzida na Europa no século XVII, em função de sua utilidade como 
condimento alimentar. Disseminou-se facilmente por todas as regiões do 
mundo, sendo cultivado como planta de jardim, principalmente por sua 
atividade como repelente de mosquitos (CAVAR; MAKSIMOVI, 2012). 
Apresenta-se geralmente com tamanho inferior a um metro de altura e 
cresce muito bem em climas tropicais e subtropicais, propagando-se facilmente 
através de cortes no caule (RANA et al., 2012). Os caules são peludos e 
herbáceos quando jovens, tornando-se lenhosos com o avanço na idade da 
planta. As folhas, que apresentam incisões profundas, são aveludadas, 
simples, alternas, apresentando de 3 a 7 lóbulos recortados e com nervuras 
salientes. São macias ao toque devido à presença de numerosos pêlos 
glandulares. As flores variam do rosa ao púrpura claro, com inflorescências 
contendo de 5 a 10 flores; as pétalas superiores são pequenas, com pontas 
arredondadas ou recortadas, e os estames possuem anteras pequenas que 
raramente possuem pólen (MILLER, 2002; PETERSON et al., 2006). 
No Brasil, o P. graveolens é vulgarmente conhecido como gerânio ou 
―malva-cheirosa‖. É utilizado tradicionalmente pela população do sul do país, 
como planta aromática no consumo de chimarrão e contra sintomas da gripe, 
dor de estômago e dor de garganta (VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006). Em 
outros países, tais como Argélia, Madagascar, Marrocos, Índia, Espanha e 
França, têm-se dado uma grande importância econômica ao seu cultivo em 
função da obtenção do óleo essencial, conhecido como ―óleo de gerânio‖ 
(RANA et al., 2012). Estima-se que a produção mundial de óleo de gerânio 
ultrapasse 700 toneladas ao ano (SAXENA et al., 2008), atendendo 
principalmente aos mercados da indústria farmacêutica, cosmética, de 
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aromaterapia e de alimentos, devido a sua característica fragrância que se 
assemelha à de pétalas de rosas (CAVAR; MAKSIMOVIC, 2012). Esta 
marcada propriedade olfativa do óleo está relacionada com a presença de 
elevadas quantidades de um monoterpenóide cíclico denominado ―rosa óxido‖ 
[cis- e trans-4-metil-2-(2-metil-1-propenil)-tetrahidropirano], que é amplamente 
utilizado na indústria de perfumaria (WÜST et al., 1998).  
O conteúdo de óleo por peso de planta varia entre 0,15-0,18% (p/p), 
apesar de existirem significativas variações em sua composição, que 
dependem especialmente do cultivar e das condições de cultivo (CAVAR; 
MAKSIMOVIC, 2012). Mais de 90 substâncias foram identificadas através de 
cromatografia gasosa, sendo os principais constituintes o citronelol (28,7-
50,8%), geraniol (21,2-1,6%), formiato de citronelila (5,1-12,5%), isomentona 
(7,1-10,3%), eudesmol (4,5-5,0%). Além destes, destaca-se também a 
presença de linalool, p-mentona, α-humuleno, α-selineno, formiato de geranil e 
6,9-guaiadieno (SAXENA et al., 2008; RANA et al., 2012; CAVAR; 
MAKSIMOVIC, 2012).  O óleo essencial de P. graveolens tem sido 
historicamente utilizado no tratamento de disenteria, hemorróidas, inflamações, 
intensos fluxos menstruais e até mesmo câncer. Há relatos também de uso no 
tratamento contra a diabetes, problemas de vesícula, úlceras gástricas, 
icterícia, problemas de fígado, esterilidade e cálculos urinários. Na medicina 
tradicional chinesa, é utilizado para abrir o chacra do fígado e promover a 
expulsão de toxinas que dificultam a realização do equilíbrio do organismo 
(PETERSON et al., 2006). Estudos mostraram que o óleo essencial também 
apresenta excelente atividade antibiótica, inclusive aumentando o espectro de 
ação quando da administração sinérgica com antibióticos já amplamente 
estabelecidos (ROSATO et al., 2007). Além disso, têm sido utilizado no 
tratamento de pitiríase versicolor em função de sua atividade contra fungos do 
gênero Malassezia sp. (NAEINI et al., 2011). 
 
2.1.4 Métodos analíticos para análise de mediadores inflamatórios 
 
 
Metodologias de identificação e quantificação de mediadores da 
inflamação do tipo eicosanóide, tanto em cultivos celulares como em meios 
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biológicos são descritos na literatura desde o final da década de 1950 
(HAMILTON; KAROL, 1982). Técnicas como cromatografia em coluna aberta, 
cromatografia em camada delgada, cromatografia líquida de alta eficiência 
(CLAE) com detecção por ultravioleta (UV) ou por fluorescência, cromatografia 
gasosa (CG), eletroforese capilar, análises imunoenzimáticas e 
radioimunoensaios, foram no passado avaliadas por diversos autores 
(MASOODI; NICOLAOU, 2006; BLEWETT et al., 2008). Porém, todas elas 
possuem significativas desvantagens na medida em que requerem a existência 
de cromóforos (no caso de detecções por UV), exigem complexas e demoradas 
derivatizações de moléculas (no caso do uso de CG) e possuem baixa 
sensibilidade para detectar metabólitos endógenos, complicando o preparo de 
amostras e introduzindo erros na análise (BLEWETT et al., 2008). Além disso, 
técnicas que envolvem detecção por UV são dificultadas na medida em que 
eicosanóides absorvem em baixos comprimentos de onda, tornando a análise 
muito inespecífica (MASOODI; NICOLAOU, 2006). 
Portanto, se fazia necessário o desenvolvimento de um método simples, 
sensível e seletivo para identificação e quantificação destes mediadores. Desse 
modo, a cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas 
seqüencial (CLAE-EM/EM) surgiu como uma valiosa ferramenta, permitindo 
análises quantitativas muito precisas e a obtenção de um perfil simultâneo de 
várias classes de eicosanóides (MASOODI; NICOLAOU, 2006; BLEWETT et 
al., 2007). 
Quando analisados por CLAE-EM/EM, eicosanóides facilmente formam 
moléculas protonadas ou desprotonadas. O uso de ionização por Eletrospray 
(ESI) permite análises sem a necessidade de derivatização ou demoradas 
preparações de amostra, além de oferecer alta versatilidade, sensibilidade e 
seletividade. ESI é muito aplicada nestas análises em função dos eicosanóides 
possuírem carboxilatos livres, resultando em abundantes íons [M-H]-, que 







O interfaceamento de instrumentos de química analítica a computadores 
levou a um grande aumento no volume dos dados obtidos, sendo estes cada 
vez mais complexos e variados. De posse de tal quantidade de dados, surgiu a 
necessidade de ferramentas para tratá-los e extrair o máximo de informações 
relevantes. Dessa forma nasceu a quimiometria, uma área especificamente 
destinada à análise de dados químicos de natureza multivariada (FERREIRA et 
al., 1999). A quimiometria envolve a aplicação de métodos matemáticos, 
químicos e estatísticos para investigar, interpretar, classificar e fazer previsão 
de conjuntos de dados de interesse químico. Dentre as diversas subáreas da 
quimiometria, destacam-se o planejamento de experimentos, o reconhecimento 
de padrões (métodos de análise exploratória, classificação de amostras e 
resolução de curvas) e a calibração multivariada (NETO et al., 2006).  
O planejamento de experimentos visa encontrar as variáveis que mais 
afetam um processo; o reconhecimento de padrões busca, a partir de uma 
grande quantidade de informações químicas, encontrar agrupamentos de 
objetos que são similares entre si detectando tendências nos dados; e a 
calibração multivariada busca relacionar medidas químicas ou espectrais com 
determinadas propriedades, como concentrações (DE SOUZA; POPPI, 2012). 
Desta forma, as técnicas quimiométricas podem ser genericamente divididas 
em três classes: análise exploratória de dados, construção de modelos 
quantitativos de calibração e construção de modelos qualitativos de 
classificação (SCHIMLECK et al., 1996). Nos estudos quimiométricos, as 
medidas obtidas são organizadas em tabelas (matriz X), onde cada linha se 
refere a uma observação (amostra) e as colunas representam as variáveis ou 
fatores medidos (por exemplo, intensidade de relação massa/carga para EM, 
números de onda para IV, entre outros) (TRYGG; HOLMES; LUNDSTEDT, 
2007). 
Nas análises de reconhecimento de padrões, os dados são inicialmente 
avaliados por métodos de análise exploratória, que extraem informação e 
detectam tendências nos dados baseados nas medidas multivariadas das 
amostras. Além disso, a análise exploratória também possibilita detectar 
amostras anômalas e estabelecer relações entre as amostras e suas variáveis 
(NETO et al., 2006).  
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As análises exploratórias podem ser divididas em métodos 
supervisionados e não supervisionados. Nos métodos não supervisionados, a 
separação de classes acontece sem a necessidade de informações iniciais 
sobre a natureza das amostras e o objetivo é identificar agrupamentos naturais 
entre elas (DE SOUZA; POPPI, 2012). Dentre os métodos não 
supervisionados, os mais antigos e amplamente utilizados são a Análise de 
Componentes Principais (PCA) e a Análise Hierárquica de Agrupamentos 
(HCA). Na PCA, o objetivo é descrever a variância de um conjunto de dados 
multivariados em termos de um novo conjunto de variáveis ortogonais 
subjacentes, denominadas Componentes Principais (CPs), as quais contêm as 
informações mais relevantes dos dados em poucas dimensões (SUMNER; 
MENDES; DIXON, 2003). O primeiro CP é a combinação linear de máxima 
variância (isto é, de máxima informação); o segundo CP também é de máxima 
variância, porém ortogonal ao primeiro; o terceiro CP também é de máxima 
variância e ortogonal aos dois primeiros CPs, e assim por diante. Como todos 
esses eixos são calculados em ordem decrescente de importância, muitas 
vezes a informação relevante fica concentrada nos primeiros CPs, que podem 
ser então examinadas em busca de padrões (NETO et al., 2006). A partir dos 
CPs são gerados dois novos conjuntos de dados chamados de escores e 
loadings. Estes dois conjuntos trazem informações sobre as amostras e as 
variáveis, respectivamente (MATOS et al., 2003). Escores representam a 
posição de cada objeto no plano gerado pelas novas CPs, e os loadings 
revelam a contribuição que cada variável original exerce sobre uma 
determinada CP, sendo matematicamente definido como o cosseno do ângulo 
entre o eixo da variável e o eixo do CP. Se um determinado número de CPs 
não conseguir descrever toda a variância dos dados, então essa parte não 
descrita será representada em uma nova matriz chamada de resíduos (BEEBE; 
PELL; SEASHOLTZ, 1998).  Existem diversos algoritmos para o cálculo dos 
loadings e dos escores, entre eles o Nonlinear Iterative Partial Least Squares 
(NIPALS), o Singular Value Decomposition (SVD), o POWER e o Eigenvalue 
Decompostion (EVD). O NIPALS é o mais popular entre eles, onde os loadings 
e os escores são calculados de forma iterativa, iniciando para o primeiro 
componente principal com uma estimativa de escores, que pode ser a coluna 
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da matriz que tem a maior variância. Através destes escores, calculam-se os 
pesos, e este processo se repete até que não haja mais variação significativa 
no valor dos escores (DE SOUZA; POPPI, 2012).  
Dessa forma, a PCA é um método de compressão, que projeta dados 
multivariados num espaço de menor dimensão (2D ou 3D), possibilitando sua 
visualização comparativa e melhor interpretação. A Análise Hierárquica de 
Agrupamentos (HCA) é utilizada para analisar a estrutura do conjunto de dados 
em termos de grupos definidos de maneira hierárquica, de acordo com a 
similaridade entre objetos ou variáveis. Embora existam muitas variantes 
matemáticas, o que define a similaridade entre dois pontos é a distância entre 
eles no espaço multidimensional. Quanto menor essa distância, maior a 
similaridade entre os objetos (NETO et al., 2006). Existem diversas formas de 
se calcular as distâncias interpontos associados às amostras ou variáveis, 
como por exemplo a distância de Mahalanobis, distância Euclidiana, distância 
de Chebychev, coeficiente de correlação de Pearson, entre outros. A maneira 
matematicamente mais simples é através da distância Euclidiana, que consiste 
em agrupar os pares de pontos que estão mais próximos e substituí-los por um 
novo ponto localizado na metade da distância entre eles. Este procedimento, 
quando repetido até que todos os pontos sejam agrupados em um só ponto, 
leva a construção do gráfico bidimensional que representa a HCA denominado 
dendrograma, onde, no eixo horizontal são colocadas as amostras e, no eixo 
vertical, o índice de similaridade. Os dendrogramas, portanto, consistem em 
diagramas que representam a similaridade entre pares de amostras (ou grupos 
de amostras) numa escala que vai de um (identidade) a zero (nenhuma 
similaridade) (NETO; MOITA, 1998). 
Os métodos supervisionados de reconhecimento de padrões são 
aqueles onde é necessário que exista alguma informação inicial sobre a 
identidade das amostras para a formação das classes (o chamado conjunto de 
treinamento). O objetivo é desenvolver um modelo baseado nas informações 
contidas nas amostras, no sentido de classificá-las. Dentre estes métodos, 
podem ser incluídos o Linear Discriminant Analysis (LDA), K-Nearest Neighbor 
(KNN), Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-DA) e Soft-
Independent Modeling of Class Analogy (SIMCA) (DE SOUZA; POPPI, 2012; 
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NETO et al., 2006). O método SIMCA usa a PCA para construir separadamente 
um modelo para cada classe do conjunto de treinamento. Uma vez 
estabelecidos, os modelos são usados para classificar novas amostras (as 
amostras do conjunto de teste). O método KNN faz a classificação de acordo 
com a similaridade que a amostra desconhecida apresenta em relação às 
amostras do conjunto de treinamento (NETO et al., 2006). O método PLS-DA 
provém originalmente do PLS (Partial Least Squares), o qual não foi criado 
para avaliar problemas de classificação e discriminação, mas sim com intuitos 
quantitativos (BARKER; RAYENS, 2003). Neste método, muito utilizado no 
estudo de biomarcadores metabolômicos, a variável dependente (vetor y) é 
utilizada para definir as classes das amostras do estudo, através da atribuição 
de valores (-1, 0, 1, etc). (SZYMANSKA et al., 2012). Esta matriz Y é então 
relacionada com os escores da matriz X (variáveis independentes), e a 
diferenciação é então alcançada através de uma regressão obtida com os 
mínimos quadrados parciais dos escores da matriz X (BARKER; RAYENS, 
2003). 
 
2.2.1 Pré-tratamentos de dados 
 
Antes das análises quimiométricas serem realizadas, na maioria das 
vezes é necessário que os dados originais recebam algum tipo de pré-
tratamento (MATOS et al., 2003). A etapa de pré-tratamento dos dados é 
fundamental para o sucesso da análise multivariada. Os principais objetivos da 
aplicação das técnicas de pré-tratamento são eliminar informações não 
relevantes do ponto de vista químico e tornar a matriz de dados melhor 
condicionada para a análise, possibilitando a subseqüente análise exploratória 
do conjunto de dados com eficiência (De SOUZA; POPPI, 2012). Além disso, 
minimizam variações que podem ocorrer devido à instabilidade do instrumento, 
ao espalhamento da radiação durante a realização das medidas (no caso do 
uso de IV e UV), ou ainda devido à variabilidade das propriedades físicas das 
amostras (SIMÕES, 2008). 
Existem dois tipos de pré-tratamentos dos dados: as transformações, 
que são aplicadas às amostras (linhas da matriz X) e os pré-processamentos, 
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que são aplicados às variáveis (colunas da matriz X). As técnicas de 
transformação são aplicadas para minimizar ou eliminar variações aleatórias e 
sistemáticas (por exemplo podem ser citados o alisamento, correções de linha 
de base, alinhamento) ou para uniformizar o conjunto de dados (por exemplo o 
uso de logaritmo, normalizações, correção multiplicativa de sinal, transformada 
de Fourier, aplicação de derivadas, etc). Já os pré-processamentos mais 
utilizados são a centragem dos dados na média e o autoescalamento. 
Centrando os dados na média, os valores de cada variável são subtraídos de 
sua média obtida com todas as amostras. Assim, a média das variáveis pré-
processadas será igual a zero. No autoescalamento, o valor de cada variável é 
subtraído da média, e então dividido pelo desvio padrão; a média será igual a 
zero e o desvio padrão será igual a um. A centragem na média é muito utilizada 
em dados espectroscópicos (IV e UV), enquanto que o autoescalamento é 
usado quando se quer atribuir a mesma importância a todas as variáveis 
(MARTINS, 2008). 
 É importante salientar que a escolha da técnica de pré-processamento é 
uma etapa crítica da modelagem, pois a mesma pode influenciar tanto positiva 
quanto negativamente no desempenho do modelo (BEEBE et al, 1998). 
 
2.2.2 Métodos de classificação: PLS-DA 
 
As técnicas de reconhecimento de padrões supervisionadas relacionam 
a resposta instrumental com índices de classes, de tal forma que modelos 
multivariados podem ser obtidos para classificar amostras desconhecidas 
(CASTRO; PRADO, 2002). Diversos métodos de reconhecimento de padrões 
supervisionados têm sido utilizados em problemas analíticos de classificação, e 
dentre eles destaca-se a análise discriminante pelos mínimos quadrados 
parciais (PLS-DA - Partial Least Squares-Discriminant Analyis). 
O PLS-DA baseia-se no método de regressão PLS para construção de 
modelos preditivos que buscam relacionar as respostas instrumentais (X) com 
as propriedades de interesse, ou variáveis de resposta (Y), utilizando os rótulos 
das classes como um vetor dependente ―y‖ (PEERBHAY et al., 2013). O 
algoritmo PLS2 é utilizado quando mais de duas classes estão envolvidas na 
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classificação. Como todo método de reconhecimento de padrões, é necessário 
construir um modelo matemático através de um conjunto de amostras de 
treinamento, o qual é validado através de outro conjunto de amostras 
independente. Só então os procedimentos de validação externa são realizados, 
para que então o modelo possa ser utilizado para classificação de amostras 
desconhecidas (BOFFO et al., 2009). 
O PLS-DA fornece ferramentas estatísticas para avaliar tanto a 
concordância entre julgadores e a discriminação entre os produtos por meio da 
variância total, quanto a importância relativa de cada variável, permitindo a 
seleção de um subconjunto de atributos relevantes do conjunto completo de 
atributos, por meio do índice VIP (Variable Importance in the Projection). O 
resultado é expresso na forma de matrizes de confusão, que fornecem o 
número de amostras classificadas em cada categoria pré-determinada, de 
acordo com a matriz Y. 
 Métodos de classificação do tipo PLS-DA tem sido utilizados em 
conjunto com dados espectroscópicos na discriminação de diferentes tipos de 
cultivares de arroz (LIN et al., 2012); na classificação, verificação da 
autenticidade e na comparação em função do tempo de armazenamento de 
diferentes tipos de azeites obtidos com azeitonas típicas da região do Marrocos 
(TEROUZI et al., 2011); na avaliação da deterioração fisiológica de mandiocas 
durante a pós-colheita, no sentido de supervisionar as mudanças na sua 
qualidade em função do teor de compostos fenólicos totais, carotenóides, 
flavonóides e antocianinas (UARROTA et al., 2014); na avaliação da 
adulteração de óleo de côco com óleos de milho e de girassol (ROHMAN; 
MAN, 2011). 
 
2.2.3 O uso da quimiometria no controle de qualidade de plantas medicinais 
 
 
Dada a grande variedade de plantas medicinais disponíveis no mercado, 
alguns problemas decorrentes da desinformação ocorrem em função da 
comercialização de material vegetal sem controle, tanto na qualidade como na 
validade. Os nomes populares das plantas confundem tanto os consumidores 
como os vendedores, pois variam de uma região para outra, mesmo se 
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tratando de uma mesma espécie botânica. Dessa forma o uso de análises 
químicas dos extratos de plantas medicinais com técnicas instrumentais 
rápidas, de alta precisão, exatidão e versatilidade, torna-se indispensável na 
certificação de origem e nos controles de qualidade e de processo (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007). 
Apesar do amplo uso de plantas medicinais em diversas regiões, a 
qualidade e a quantidade de dados sobre o controle de qualidade não são 
suficientes para embasar um uso seguro e eficaz das mesmas. Uma das 
razões para a falta de metodologia no controle é a existência de grande 
quantidade de compostos químicos neste tipo de matriz. Isso torna difícil a 
identificação de marcadores que proporcionam o efeito farmacológico, o qual 
muitas vezes é obtido somente através da interação entre diversos compostos 
(GAN; YE, 2006). Esta grande variação na constituição química ocorre 
inclusive quando se tratam de plantas de uma mesma espécie que são obtidas 
em diferentes localidades, climas, épocas de colheita, tipos de solo, idades e 
condições de armazenamento. Outra dificuldade para a implantação de 
controle de qualidade em plantas é a diferenciação entre espécies, 
notadamente quando estas apresentam semelhança morfológica ou com 
distinções sutis somente em determinadas épocas, como na floração. 
Geralmente, é necessário algum tipo de diferenciação quando uma das plantas 
possui interesses farmacológicos ou econômicos, evitando assim problemas 
com falsificações (MAREE; VILJOEN, 2011). Dessa forma, análises de 
marcadores únicos muitas vezes não são suficientes para a adequada 
identificação de uma planta, e portanto, é de grande importância formular 
protocolos de controle de qualidade baseados no metaboloma da planta 
(CHUN et al., 2011). 
Assim, têm-se intensificado o uso de ―impressões digitais‖ (fingerprints) 
do perfil metabolômico de plantas para checar a autenticidade ou promover o 
controle de qualidade. Diversas técnicas podem ser citadas para a obtenção 
destes perfis, incluindo a cromatografia líquida (CHEN et al., 2008), a infusão 
direta por espectrometria de massas (BIASOLI et al., 2011), análises por 1H 
NMR (REZZI et al., 2005), a espectrometria por infravermelho médio e próximo 
(MAREE; VILJOEN, 2011) e a cromatografia gasosa (CG). Invariavelmente, 
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estas técnicas fornecem como resultado cromatogramas e espectros 
multivariados de alta complexidade e difícil análise, onde diferenças muito sutis 
podem ser responsáveis pela diferenciação entre espécies (CHENet al., 2008). 
Dessa forma, alguns métodos têm sido propostos para avaliar diferenças e/ou 
similaridades entre plantas medicinais através da análise dos fingerprints 
(GAN; YE, 2006). 
Métodos de reconhecimento de padrões químicos utilizando estatística 
multivariada, tais como PCA, SIMCA, PLS-DA, etc, tem sido amplamente 
utilizados com sucesso na análise de diferentes tipos de plantas medicinais, 
não somente para discriminar diferentes tipos de plantas como também as 
diferentes localidades de onde foram obtidas, facilitando assim o controle de 
qualidade (CHEN et al., 2008). Adicionalmente, HCA tem sido utilizada para 
distribuir amostras em grupos em função de similaridade metabólicas e 
genéticas (CHUN et al., 2011). A quimiometria tem ainda ajudado diversos 
pesquisadores a encontrar padrões de biomarcadores em plantas de 
determinadas linhagens, bem como em estudos farmacológicos e toxicológicos 
(ZENG et al., 2007). 
Como exemplo, podem ser citados os trabalhos de LI et al. (2004), que 
propôs o uso de PCA e LSS (Local least square) para desenvolver controle de 
qualidade em Plantas da Medicina Tradicional Chinesa através de perfis 
cromatográficos. Adicionalmente, fingerprints cromatográficos aliados a 
análises estatísticas multivariadas foram utilizadas por YI et al. (2007) para 
discriminar dois tipos de tangerinas bastante similares, Pericarpium citri 
reticulatae e Pericarpium citri reticulatae viride. Utilizando as técnicas de IV 
médio e próximo, MAREE & VILJOEN (2011) tiveram sucesso na separação 
entre Pelargonium sidoides (de grande valor comercial) e a espécie P. 
reniforme (de menor valor comercial) utilizando PCA e OPLS-DA. Também 
utilizando FT-NIR, XIE et al. (2007) obtiveram resultados excelentes na 
identificação de tomates transgênicos e não-transgênicos, utilizando PCA, 
SIMCA e DPLS (discriminant partial least squares). Cromatografia gasosa 
acoplada à espectrometria de massas serviu como técnica analítica de 
obtenção de fingerprints de Scutellaria barbata por PAN et al. (2011), que 
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através de PCA conseguiram distinguir os dois principais adulterantes do óleo 
essencial desta espécie, Oldenlandia diffusa e Lobelia chinensis. 
 
2.2.4 Análises de perfil metabólico 
 
Perfil metabólico ou fingerprint é a análise de um conjunto de amostras 
de forma rápida onde um grande número de metabolitos é avaliado. Nestes 
estudos, não há a intenção de identificar cada metabólito detectado, mas sim 
comparar e classificar perfis ou modelos metabólicos que podem variar em 
resposta a uma doença, exposição a uma toxina, perturbações genéticas ou 
ambientais, etc, podendo ainda ser identificadas substâncias discriminantes ou 
biomarcadores (CABRAL, 2010). Um esquema geral da obtenção de um 
fingerprint é mostrado na Figura 3. 
 
 
FIGURA 3 – ESQUEMA GERAL DE OBTENÇÃO DE FINGERPRINTS METABÓLICOS 
FONTE: Adaptado de: (CABRAL, 2010) 
 
Fingerprints podem ser obtidos a partir de diversos tipos de matrizes 
biológicas, de natureza humana, animal ou vegetal, como urina, plasma, saliva, 
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tecidos, células, folhas, etc (CABRAL, 2010). Técnicas hifenadas, as quais 
acoplam separações por cromatografia gasosa ou líquida à EM, RMN ou DAD, 
trabalham muito bem com extratos de plantas extremamente complexos e 
minimamente fracionados. Porém, quando se trata da aquisição de uma grande 
quantidade de dados, a cromatografia se torna uma desvantagem, pois muita 
informação pode ser perdida através de substâncias que coeluem ou que 
eluem em tempos de retenção que não foram avaliados. Em conseqüência, há 
um aumento no interesse por análises de plantas sem separação 
cromatográfica, usando técnicas espectroscópicas tais como RMN, FTIR ou 
EM. Dada a grande quantidade de dados gerados por estas técnicas (a escala 
obtida facilmente chega a 106 pontos de dados por espectro), os fingerprints 
metabólicos obtidos geralmente requerem interpretação quimiométrica 
multivariada, como por exemplo pela PCA (GOODACRE et al., 2003; 
McDOUGALL et al., 2008). 
 
2.2.4.1 Análises metabólicas de plantas por espectroscopia no IV 
 
O controle de qualidade é essencial na indústria farmacêutica, para 
garantir a qualidade e, principalmente, a autenticidade dos produtos. Porém 
quando se trabalha com plantas medicinais, este controle é bastante desafiador 
dada a variedade de constituintes presentes nestas matrizes, aliada a grande 
influência exercida por fatores como tipo de solo, localidade, clima, estação e 
condições de armazenamento (MAREE; VILJOEN, 2011). Assim, o uso de 
técnicas que auxiliem na discriminação entre espécies relacionadas e/ou 
adulterantes é muito importante. Além dos métodos de identificação morfo-
anatômicos, o perfil metabólico de plantas medicinais obtido por CLAE é 
convencionalmente utilizada em protocolos de controle de qualidade. Porém a 
CLAE é demorada, com um custo relativamente alto e requer um analista 
treinado. Uma alternativa rápida e não destrutiva para a obtenção de perfis 
metabólicos em plantas é a espectroscopia no infravermelho por transformada 
de Fourier (FT-IR) (WU et al, 2010), que pode ser utilizada analisando 
espectros com intervalo de número de onda de 4000 a 400 cm-1 (infravermelho 
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médio), de 13000 a 4000 cm-1 (infravermelho próximo) ou menores que  400 
cm-1 (infravermelho distante) (STUART, 2004). 
A espectroscopia de transmissão (baseada na absorção de radiação 
infravermelha por uma amostra, em comprimentos de onda específicos) é o 
método mais antigo e convencional de obtenção de espectros. Porém, algumas 
amostras são de difícil análise por este método (como aquelas na forma de pó, 
de superfície sólida e irregular), e dessa forma a espectroscopia de reflectância 
pode ser utilizada, onde as propriedades relacionadas à interação da radiação 
infravermelha com a amostra podem ser obtidas através da luz refletida. 
Basicamente, neste tipo de espectroscopia, podem ocorrer três tipos de 
reflectância de acordo com o tipo de superfície do material analisado 
(espectroscopia de reflectância interna, especular e difusa) (STUART, 2004).  
Além disso, estes tipos de reflectância inferem em diferentes técnicas de 
amostragem do material a ser analisado. Destacam-se no controle de 
qualidade de plantas a de reflectância interna (também denominada de reflexão 
total atenuada – ATR) e a difusa (conhecida como DRIFTS). 
Análises por ATR combinadas com modelos quimiométricos são uma 
rápida maneira de obter modelos preditivos com o objetivo de obter a 
concentração de analitos em amostras. Este método oferece vantagens, tais 
como a simplicidade operacional do instrumento, a reprodutibilidade e a 
velocidade da obtenção dos dados. Este método tem sido utilizado na detecção 
de adulterantes em diversos tipos de alimentos, monitoramento de termo 
degradação de óleos, monitoramento on-line de concentração de nutrientes e 
biomassa durante a produção de antibióticos e na indústria do vinho na 
distinção de diferentes variedades de uva (SCHMIDTKE et. al., 2012). 
  
2.2.4.2 Análises metabólicas de plantas por infusão direta em espectrômetro de 
massas (DIMS) 
 
A espectrometria de massas com ionização por electrospray (ESI-MS), 
uma técnica de ionização branda, é relativamente pouco explorada na 
obtenção de fingerprints metabólicos de plantas (COLE, 1997). Porém, tem 
recentemente se tornado uma das mais poderosas técnicas analíticas para o 
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estudo de compostos polares, termolábeis e hidrofílicos, com aplicação em 
diversas áreas (ROESLER et al., 2008). Já no final dos anos 1990, 
SCHRÖDER, (1996) sugeriu que os íons moleculares obtidos em amostras 
complexas podem ser suficientemente distinguidos por seus valores de m/z 
sem a necessidade de uma coluna cromatográfica, sendo injetadas amostras 
não-fracionadas diretamente no ESI-MS ou utilizando injeção por fluxo direto 
(SCHRÖDER, 1996). As análises por infusão direta são perfeitamente 
compatíveis e eficientes para a análise de grande número de metabólitos e 
obtenção de fingerprints. Através de técnicas como ESI, o espectro de massas 
pode ser obtido em segundos, sem nenhum método de separação ou em 
alguns casos sem preparo de amostra (CABRAL, 2010). ESI-MS é competitiva 
em termos de velocidade de aquisição de fingerprints com técnicas como FT-IR 
e RMN, além disso é uma ferramenta muito potente e reprodutível para 
identificar metabólitos específicos (GOODACRE et al., 2003, CABRAL, 2010).  
Apesar de bastante robusto, o método por infusão direta possui alguns 
inconvenientes, como por exemplo a falta de linearidade na resposta da fonte 
de ionização e o predomínio de certos componentes mais facilmente ionizáveis. 
Além disso, isômeros não podem ser diferenciados, senão pelo uso de 
cromatografia, e a formação de íons fragmentos na fonte de ionização deve ser 
avaliada com cuidado, pois pode aumentar a complexidade do espectro, 
induzindo a uma interpretação errônea. Entretanto, na ESI-MS, a maior 
preocupação é a supressão iônica. Uma vez que todos os componentes da 
amostra são introduzidos simultaneamente na fonte de ionização, a supressão 
ou o aumento do sinal ocorrem principalmente quando se trata de extratos 
vegetais, onde os analitos de interesse podem ser facilmente mascarados 
devido à presença de clorofila (GOODACRE et al., 2003, CABRAL, 2010). 
Além disso, fingerprintings por ESI-MS não fornecem uma visão global do 
extrato, uma vez que a análise precisa ser dividida entre modo positivo e 
negativo, fornecendo diferentes conjuntos de metabólitos. Dessa forma, devido 
a todas estas restrições, a infusão direta deve ser usada somente semi-
quantitativamente (MCDOUGALLet al., 2008). 
ROESLER et al., (2008) estudaram extratos etanólicos de pequi 
(Caryocar brasiliense) por ESI-MS, em busca de substâncias antioxidantes. 
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Análises no modo negativo e no modo positivo foram realizadas, e inclusive 
foram propostas estruturas de determinados íons selecionados. Porém, os 
espectros adquiridos no modo negativo produziram os dados mais 
significativos, pois este modo proporciona um sensível e seletivo método para a 
identificação de compostos orgânicos polares com sítios ácidos, incluindo 
portanto a maior parte dos compostos fenólicos bioativos, ácidos orgânicos e 
açúcares (ROESLER et al., 2008). GOODACRE et al., (2003) utilizaram 
extratos de Pharbitis nil em diferentes estados fisiológicos, injetados 
diretamente ESI-MS para obter rapidamente fingerprints metabólicos da planta 
e posteriores separações em função da fisiologia.Mc DOUGALL et al., (2008) 
estudaram a composição de taninos em amoras, framboesas e morangos 
através de ESI-MS de extratos brutos e de frações ricas em taninos. A análise 
foi feita tanto em modo negativo quanto positivo, e revelou a existência de 
diversas classes de elagitaninos, como sanguiína, nobotanina, lambertianina e 
ácido elágico. Nos extratos brutos, o espectro retrata a existência de altas 
concentrações de antocianinas, que se ionizam mais rapidamente e dominam o 
espectro no modo positivo. Um sinal bastante característico também é o da 
quercetina glicosilada, que como muitos flavonóides, ionizam bem no modo 
negativo e dominam o espectro no modo negativo. Dessa forma, os autores 
mostraram que o método pode ser usado qualitativamente para descrever a 
diversidade fitoquímica dos polifenóis das frutas analisadas. Apesar de rápido, 
a análise destas substâncias pelo método ESI-MS precisa ser correlacionado e 
validado contra outros métodos para confirmação (McDOUGALL et al., 2008). 
Além destes estudos, a ESI-MS tem revolucionado a forma com que as 
moléculas são ionizadas e transferidas para o EM para caracterização de 
massa e estrutura. A injeção direta em ESI-MS tem sido aplicada na obtenção 
de fingerprints de misturas complexas como extratos de araticum (ROESLER et 
al., 2008), mel (SAWAYA et al., 2004) cerveja (ARAÚJO et al., 2005) e vinho 
(CATHARINO et al., 2006), entre outros (ROESLER et al., 2008). SCHIOZER 
et al., (2012) obtiveram êxito na separação de três espécies de Arrabidaea 
chica colhidas em estações chuvosas e secas durante diferentes períodos do 
dia na região amazônica brasileira, através de fingerprints de extratos de folhas 
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obtidos por infusões direta em ESI-MS e com o auxílio de PLS-DA (SCHIOZER 
et al., 2012). 
 
2.3 OTIMIZAÇÃO DA EXTRAÇÃO DE METABÓLITOS DE PRODUTOS 
NATURAIS 
 
Técnicas para a otimização da extração de metabólitos em produtos 
naturais são comercial e farmaceuticamente importantes e aplicáveis a uma 
ampla variedade de situações, como por exemplo quando se busca a extração 
de componentes de alto valor agregado, com o mínimo de impurezas ou 
isentos de materiais co-extraídos. Além disso, a identificação de novos 
biomarcadores que possam discriminar espécies botanicamente relacionadas 
também têm recebido especial atenção. Dessa forma, realização de 
experimentos estatisticamente planejados são utilizados para minimizar o 
número de ensaios (economizando materiais, tempo de analistas e uso de 
equipamentos), bem como para identificar efeitos de interação entre fatores 
experimentais que possam ser importantes para a otimização da extração 
(SOARES; BRUNS; SCARMÍNIO, 2007) 
De especial interesse na extração de produtos naturais, os metabólitos 
secundários de plantas, representam uma fonte biogênica extremamente rica 
para a descoberta de novas drogas ou para o desenvolvimento de novos 
medicamentos. Classicamente, estes metabólitos são extraídos do material 
vegetal seco através de extração contínua com uma ampla gama de solventes, 
como por exemplo o etanol que extrai um grande número de flavonóides;o 
acetato de etila e algumas cetonas, que seletivamente extraem terpenóides; 
misturas aquosas de metanol e etanol, que extraem polifenóis (LONNI et al., 
2012). Contudo, raramente se obtém uma completa separação dos 
constituintes, quando do uso de solventes puros (HARBORNE, 1984). Assim, 
métodos estatísticos e sistemáticos que avaliem o efeito da mudança nas 
proporções dos solventes, considerando inclusive misturas ternárias e 
quaternárias, permitem o desenvolvimento de procedimentos que levam ao 
aumento no rendimento da extração de um metabólito de interesse (SOARES; 
BRUNS; SCARMÍNIO, 2007; SOARES; BRUNS; SCARMÍNIO, 2009). A 
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construção destes modelos de misturas permite a identificação e 
caracterização de interações sinergísticas e antagônicas entre os solventes, 
até que uma proporção ótima seja obtida. 
 
2.3.1 Planejamentos experimentais do tipo Centróide Simplex e modelos de 
superfícies de resposta obtidos com misturas 
 
Os planejamentos experimentais para o estudo de misturas apresentam 
uma importante característica: a soma das proporções de todos os 
componentes deve ser sempre 100%, podendo ser escritas da forma como 




, onde xi representa a proporção do i-ésimo componente. Para uma mistura 
binária, a equação reduz-se a x1+x2 =1 (cuja equação representa uma reta, e as 
possíveis misturas correspondem a pontos sobre esta reta); para misturas com 
três fatores, a equação obedecerá a restrição x1+x2 +x3 =1 (cuja equação define 
um espaço experimental que limita-se aos pontos pertencentes a um triangulo, 
como na Figura 4). Os vértices correspondem aos componentes puros; os 
lados correspondem às misturas binárias e os pontos situados no interior do 












FIGURA 4 – UMA SUPERFÍCIE DE RESPOSTA PARA TODAS AS POSSÍVEIS MISTURAS 
DE TRÊS COMPONENTES  




Dessa forma, o modelamento de misturas consiste em ajustar um 
modelo matemático polinomial a uma superfície de resposta obtida segundo 
um planejamento experimental específico, conhecido como planejamento 
estatístico de misturas. Este planejamento envolve um número exato de 
experimentos (necessários para o ajuste do modelo matemático escolhido), 
sendo realizados com componentes puros e com misturas de composição 
variada (COSCIONE; ANDRADE; MAY, 2005). 
Em função da composição da mistura, é possível postular modelos que 
descrevam alguma propriedade de interesse. Considerando um modelo de 
mistura com três componentes, o mais simples é o linear (Equação 2): 
 
ŷ = b*1x1 + b*2x2 + b*3x3       (Equação 2) 
 
, sendo b*i = b0 + bi (para i = 1, 2 e 3), onde ŷé um valor experimental da 
resposta de interesse, b1, b2 e b3 são os parâmetros do modelo e x1, x2 e x3 são 
as proporções de cada parâmetro na composição. Caso o modelo linear não 
seja satisfatório, um modelo quadrático (Equação 3) poderá ser ajustado às 
respostas experimentais: 
 
ŷ = b*1x1 + b*2x2 + b*3x3+ b*12x1x2 + b*13x1x3+ b*23x2x3      (Equação 3) 
 
onde b*i = b0 + bi+ bii e b*ij= bij - bii- bjj (para i≠ j). Percebe-se que para elaborar 
um modelo quadrático, bastam seis experimentos distintos (três com cada 
componente puro e três com misturas entre dois componentes). Os 
planejamentos experimentais representados por seis pontos são chamados de 
planejamentos em rede simples (simplex lattice design). 
 A avaliação de efeitos envolvendo a presença simultânea de três 
componentes pode ser importante para descrever a resposta de modelos 
ternários, e assim, modelos quadráticos serão insuficientes, já que não 
envolvem a mistura de três termos. Dessa forma, poderá ser ajustado um 
modelo cúbico especial (Equação 4) às respostas experimentais: 
 
ŷ = b*1x1 + b*2x2 + b*3x3+ b*12x1x2 + b*13x1x3+ b*23x2x3+ b*123x1x2x3    (Equação 4) 
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, onde o último termo (b*123x1x2x3) refere-se a um ponto central correspondendo 
a mistura ternária em partes iguais (x1, x2, x3) = (1/3, 1/3, 1/3). Este planejamento 
experimental, empregando coeficientes de um modelo cúbico especial, é 
chamado de centróide simplex, cuja imagem representativa (para misturas com 
três ou quatro fatores) é mostrada na Figura 5. 
 
FIGURA 5 – PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS DO TIPO CENTRÓIDE SIMPLEX PARA 
TRÊS E QUATRO COMPONENTES 
NOTA: (A) planejamento Centróide Simplex para três componentes; (B) planejamento centróide 
simplex para 4 componentes  
FONTE: Retirado de CALADO, MONTGOMERY (2003) 
 
O efeito causado pelo uso de um componente isolado e das interações 
entre os componentes da mistura (obtido com o modelo adotado) pode ser 
previsto através da análise dos coeficientes de cada um dos fatores da 
equação. Quando coeficientes da equação relativos à mistura de um ou mais 
componentes apresentam valores positivos, significa que a mistura apresenta 
um efeito sinérgico; quando estes coeficientes são negativos, a interação entre 
os componentes é antagônica (NETO; SCARMÍNIO; BRUNS, 2001). 
 As superfícies de resposta têm por objetivo representar, de forma gráfica 
e visual, as relações entre diversos fatores (variáveis) que sejam de interesse 
para a otimização de uma resposta. Assim, maximizar o rendimento de 
reações, avaliar pureza de procedimentos extrativos, aumentar sensibilidade de 
medições voltamétrica e otimizar extrações de metabólitos secundários em 
plantas são exemplos para aplicações de superfícies de resposta (SOARES; 
BRUNS; SCARMÍNIO, 2007). Após verificar o tipo de relação entre a resposta 
observada e as variáveis independentes (se linear, quadrática ou cúbica), é 
importante avaliar a significância estatística da falta de ajuste fornecida pela 
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superfície de resposta. Dependendo do critério estatístico adotado (95% de 
nível de confiança, por exemplo), a superfície de resposta pode ser adotada ou 
não. 
 
2.3.2 A monografia da M. sylvestris na farmacopéia brasileira 
 
Apesar de não estar descrita na farmacopéia brasileira 5ª edição, a M. 
sylvestris possui uma monografia na farmacopéia brasileira 4ª edição (BRASIL, 
2000), onde constam informações relativas à descrição morfo-anatômica macro 
e microscópica (inclusive de pós), características organolépticas e ensaios de 
pureza, identificação e teor de mucilagem. Segundo esta monografia, somente 
as folhas (e não as flores) são consideradas como ―droga vegetal‖, e o método 
de identificação química desta espécie utiliza a técnica de cromatografia em 
camada delgada, cujo marcador na solução de referência é a malvidina-
monoglicosídeo. Para a extração deste marcador, devem ser mistura das 
folhas secas pulverizadas com uma solução de metanol-ácido clorídrico (25%) 
na proporção 9:1 (p/v), mantendo o sistema sob agitação por 15 minutos. Após 
o desenvolvimento do cromatograma, tanto a solução de referência quanto a 
solução de amostra devem revelar uma macha principal com fator de retenção 
(Rf) de aproximadamente 0,40 (considerando um sistema cromatográfico de 10 
cm); a solução amostra ainda deve revelar duas outras manchas secundárias 
com Rf de 0,45 e 0,75. 
Dessa forma, a farmacopéia brasileira revogada reconhecia que, para a 
identificação por marcador fitoquímico, somente folhas de M. sylvestris 
deveriam ser submetidas a um processo extrativo cujo resultado era a 
observação de pelo menos uma mancha relativa a um flavonóide da família das 
antocianinas denominado malvidina-3-O-glucosideo, conhecido como oenina 
(GASPARETTO et al., 2012). Apesar de existirem outros sistemas de extração 
de antocianinas, tendo em vista que o ácido clorídrico é corrosivo e o metanol é 
tóxico (LOPES et al., 2007), o método proposto pela farmacopéia é 
convencionalmente utilizado, inclusive em extrações em grande escala, 






As principais classes de pigmentos responsáveis pela coloração de 
flores, folhas e frutos são as porfirinas, os carotenóides e os flavonóides. As 
tonalidades de azul, violeta, vermelho e rosa são fornecidas principalmente 
pelos flavonóides, dentre os quais se destacam as antocianinas. Além de 
fornecer cor, as antocianinas estão intimamente relacionadas com a proteção 
contra agentes oxidantes nas plantas. Esses compostos são glicosídeos que 
por hidrólise ácida liberam agliconas denominadas antocianidinas, das quais 
seis se destacam na natureza (pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, 
petunidina e malvidina) e cuja diferença reside no número de hidroxilas e no 
grau de metilação presentes no anel flavílico (LOPES et al., 2007). 
Quando em solução aquosa, as antocianinas se encontram comumente 
na forma de uma mistura de quatro diferentes estruturas químicas em 
equilíbrio. As estruturas (Figura 6) são representadas pelo cátion flavílio 
(desenvolve a cor vermelha), pela base anidra quinoidal (desenvolve a cor 
azul), pela pseudo-base carbinol (incolor) e pela chalcona (que pode ser incolor 
ou desenvolver cor levemente amarelada). O predomínio de cada uma das 
formas depende essencialmente da temperatura, do pH do meio, da presença 
de luz, oxigênio e íons metálicos (LOPES et al., 2007; LIU; FU; NIAN, 2014). 
 
FIGURA 6 – TRANSFORMAÇÕES ESTRUTURAIS DAS ANTOCIANINAS EM DIFERENTES 
pH 
FONTE: Retirado de LIU; FU; NIAN, (2014) 
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A pH abaixo de 2, as antocianinas apresentam-se basicamente na forma 
catiônica; com o aumento do pH, ocorre uma rápida desprotonação para formar 
a base quinoidal. Em meio aquoso a hidratação do cátion flavílio leva ao 
equilíbrio entre a forma carbitol e chalcona. À temperatura ambiente, e em meio 
levemente acidificado, o equilíbrio entre as formas carbitol e chalcona é muito 
lento e leva horas para ser atingido. O aumento da temperatura desloca o 
equilíbrio na direção da formação da base chalcona (HEREDIA et al., 1998). 
Dessa forma, o sucesso da extração de uma antocianina específica de uma 
matriz vegetal depende do ajuste físico-químico das condições de extração. 
De especial interesse terapêutico na prevenção e tratamento de doenças 
cardiovasculares, as antocianinas utilizam diversos mecanismos de ação 
cardioprotetivos, como a limitação do estresse oxidativo (através da diminuição 
da concentração de espécies reativas de oxigênio – ERO pela estimulação da 
atividade de enzimas antioxidantes, como a superóxido dismutase, catalase e 
mieloperoxidase); aumento da produção de NO, que liga-se diretamente em 
células endoteliais causando relaxamento de vasos sanguíneos; diminuição da 
expressão de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α) e aumento de citocinas anti-
inflamatórias e (IL-10); diminuição da expressão de moléculas de adesão 
endotelial (ICAM-1), com conseqüente diminuição da migração de células 
imunes; manutenção da homeostasia lipídica, com reduções significativas dos 
níveis de colesterol e triglicérides (KRUGER et al., 2014). 
 Na M. sylvestris, destacam-se as antocianinas derivadas da 
antocianidina malvidina (Figura 7), tais como a malvidina-3,6-diglucosídeo 
(malvina) e a malvidina-3-glucosídeo (oenina) (GASPARETTO et al., 2012), 
esta última inclusive sendo considerada o marcador fitoquímico desta espécie, 




FIGURA 7 – ESTRUTURAS QUÍMICAS DE MALVIDINAS ENCONTRADAS EM PARTES 
AÉREAS DE M. sylvestris 
FONTE: Adaptado de ZHAO et. al., (2013) 
 
 
Malvidina é uma das antocianidinas mais amplamente distribuidas entre 
as espécies vegetais. Possui uma grande variedade de ações terapêuticas, 
incluindo atividade citotóxica contra células leucêmicas induzindo-as à 
apoptose (através da intereferência na cascata EGRF-MAPK, a qual é crucial 
na regulação da proliferação celular e cascata do AMPc); atividade anti-
hipertensiva através da inibição da enzima conversora de angiotensina 
(HUANG et al., 2014); a neutralização do estresse  oxidativo e peroxidação 
lipídica e inibição da angiogênese induzida por VEGF (QUINTIERI et al.; 2013); 
e inibição do desenvolvimento de processos inflamatórios por mecanismos 
envolvendo a supressão da produção de IL-6, da expressão de COX-2 e da 
biossíntese de iNOS/NO, provavelmente através da inibição da ativação do NF-
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3.1 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA DAS ―MALVAS‖ 
 
 
A avaliação da atividade anti-inflamatória de plantas medicinais em geral 
inicia com investigações com base no conhecimento etnobotânico, por 
comunidades que as consomem e observam seus efeitos. Neste sentido, em 
diversas localidades do mundo, há registros do uso de M. sylvestris desde 
3000 a.C. (HENRY; PIPERNO, 2008). Sua ação é principalmente relacionada 
contra afecções de boca e garganta, como nas dores de dente, inflamações de 
gengiva (PIERONI et al., 2004), aftas (PASSALACQUA et al., 2007), 
inflamações buco-faríngicas (NOVAIS et al., 2004) e abcessos dentários (LOI 
et al., 2004). Como a sua ação principal abrange o alívio das inflamações da 
mucosa oral, possui uso potencial na odontologia atuando contra a 
periodontite, uma doença de alta prevalência e que envolve a reabsorção de 
osso alveolar e perda do dente (PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 
2005). Contudo, apesar do uso disseminado desta planta, poucos estudos são 
encontrados na literatura abordando suas propriedades farmacológicas e 
mecanismos de ação (CONFORTI et al., 2008; SLEIMAN, DAHER, 2009; 
ESTEVES et al., 2009). 
 A S. cordifolia é uma planta tradicionalmente utilizada na medicina 
Ayurvédica indiana há centenas de anos, onde é conhecida como ―Bala‖. 
Acredita-se que o seu uso traga ―força e beleza‖ (JAIN et al., 2011). Em muitos 
lugares se utilizam as sementes e as raízes, mas é o consumo das folhas que 
proporciona os efeitos terapêuticos mais importantes, tais como atividade anti-
inflamatória, analgésica, hipoglicemiante e hepatoprotetora (SINGH, 2006). 
Dentre as atividades anti-inflamatórias, destaca-se o uso como anti-reumática e 
contra os efeitos da asma. Investigações fitoquímicas mostraram a presença de 
diversas classes de compostos, como flavonóides, alcalóides, esteróides e 
aminoácidos (SUTRADHAR et al., 2008). Porém se destaca a presença de 
teores próximos a 2% nas folhas de efedrina e pseudoefedrina, conhecidos 
estimulantes do SNC e que podem ajudar na perda de peso (JAIN et al., 2011).  




 O P. graveolens é uma planta muito conhecida e utilizada na África do 
Sul. Possui um odor característico, sendo utilizado na aromaterapia.  Apesar do 
bem estabelecido efeito antimicrobiano do seu óleo essencial (no combate à 
acne e no tratamento de infecções fúngicas de pele), poucos trabalhos na 
literatura relatam a sua atividade anti-inflamatória (NAEINI et al. 2011; 
ROSATO et al., 2007). Alguns autores estabelecem o seu uso como anti-
inflamatório no tratamento da hemorróida e inflamações de pele (eczemas) 
(LALLI et al., 2008). A composição química do óleo essencial também é bem 
estabelecida, tendo como principais componentes o citronelol, o geraniol, o 
linalool e o α-humuleno (RANA et al., 2002). 
O uso de células da linhagem RAW 264.7 pode ser uma forma de avaliar 
a potencial atividade anti-inflamatória de plantas in-vitro (NAHAR et al, 2014; 
HEO et al., 2012). Macrófagos são células fagocíticas que atuam ativamente 
durante a inflamação. Alguns fatores que ativam os macrófagos e iniciam as 
reações imunes e defesas inflamatórias incluem citocinas pró-inflamatórias 
(interferon-gama), e lipopolissacarídeos bacterianos (LPS). Durante o processo 
inflamatório, LPS induzem a produção de citocinas pró-inflamatórias, 
principalmente ativando enzimas como iNOS (óxido nítrico sintase induzida) e 
COX (ciclooxigenase), que desencadeiam a produção dos mediadores 
inflamatórios óxido nítrico (NO) e prostaglandinas, respectivamente (LEE et al., 
2012).  
As prostaglandinas são os mediadores responsáveis pelo 
desenvolvimento de sinais da inflamação (como edema, dor, calor e rubor) e 
também pela mobilização dos sistemas de defesa celular e humoral do 
organismo, incluindo quimiotaxia de leucócitos, modulação da resposta 
imunológica e regulação da hiperalgesia (HARA et al., 2010). 
Para identificar e quantificar prostaglandinas em sobrenadantes de 
cultivo celular diversas metodologias já foram descritas por diferentes autores. 
Neste sentido, destaca-se a cromatografia líquida acoplada à espectrometria 
de massas (CLAE-EM), pela sua alta sensibilidade e seletividade (BLEWETT et 
al., 2008). 
Tendo em vista a falta de estudos acerca dos mecanismos de ação anti-
inflamatórios da M. sylvetris, S. cordifolia e P. graveolens, o objetivo deste 
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capítulo foi desenvolver e validar método analítico por CLAE-EM/EM para 
quantificação de eicosanóides e valiar a atividade anti-inflamatória dos extratos 

































3.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.2.1 Obtenção do material vegetal 
 
As folhas e flores de M. sylvestris foram colhidas no município de Ponta 
Grossa-PR (25°05'01.24"S; 50°12'10.84" W). Folhas de S. cordifolia foram 
colhidas no município de Dourados-MS (22°12'04.12"S; 54°54'34.26"W). 
Folhas de P. graveolens foram colhidas no município de Curitiba-PR 
(25°18'45.87"S, 49°0'29.4804"W). As exsicatas das espécies foram 
depositadas no Museu Botânico de Curitiba, sob os números MBM384458, 
MBM388190 e MBM381610, respectivamente.  
Aproximadamente 2 kg de folhas secas de cada espécie e 200 g de 
flores de M. sylvestris foram submetidos à secagem em estufa com circulação 
de ar a 35°C. Em seguida, os materiais vegetais secos foram moídos em 
triturador de facas (IKA, modelo A-11) e a granulometria foi padronizada 
através de tamis de 1,19 mm de abertura. O pó obtido foi armazenado em 
frasco de vidro, em local seco, a 20°C e ao abrigo da luz.  
 
3.2.2 Obtenção de extratos brutos e fracionados 
 
Uma quantidade de um quilograma de material vegetal em pó de cada 
espécie foi, separadamente, misturada com 6000 mL de etanol absoluto 
(relação 1:6 p/v). O sistema foi mantido por sete dias a temperatura ambiente, 
em recipiente fechado e opaco, com agitação de 30 segundos, duas vezes ao 
dia. Decorrido o tempo necessário para o término do processo de extração, o 
líquido extrator foi separado do material vegetal através de sistema de filtração 
com papel filtro quantitativo de poro de 28 µm. O processo foi repetido três 
vezes. 
O volume total de extrato alcoólico foi então submetido ao 
rotaevaporador sob pressão reduzida, controlando-se a temperatura de tal 
forma que não fosse superior a 60ºC. Após a concentração dos extratos brutos, 
o material foi congelado (-80ºC), e posteriormente liofilizado por 12 horas 
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(Virtis® Advantage Plus). Os rendimentos obtidos foram 14,7% (p/p) para M. 
sylvestris; 7,3% (p/p) para S. cordifolia e 8,3% (p/p) para P. graveolens. 
Aproximadamente 50 g do extrato liofilizado bruto de cada espécie foram 
fracionados em funil de separação com o auxílio de 800 mL de solventes 
orgânicos, seguindo a ordem de polaridade hexano<clorofórmio<acetato de 
etila. Os rendimentos obtidos de cada extrato são mostrados na Tabela 2. 
 
TABELA 2 – RENDIMENTO (% p/p) OBTIDO NO FRACIONAMENTO DO EXTRATO   BRUTO 









M. sylvestris 48,1 13,0 11,7 27,2 
S. cordifolia 47,7 7,8 7,0 37,5 
P. graveolens 40,2 11,5 13,4 34,9 
FONTE: O autor, (2013) 
 
3.2.3 Preparo das soluções de extrato  
 
Soluções-mãe de todas as frações dos extratos das plantas estudadas 
foram preparadas dissolvendo o material liofilizado a uma concentração de 20 
mg/mL, em etanol absoluto ou meio de cultivo celular (DMEM completo, com 
1% de soro fetal bovino, antibióticos - 300 mg/mL de penicilina-G e 50 mg/mL 
de sulfato de estreptomicina, isento de vermelho de fenol), dependendo da 
origem do extrato. Estas soluções foram sonicadas por 30 minutos (25ºC) e 
então filtrada em membrana de 0,45 µm (Millipore®). Uma nova filtração, desta 
vez em ambiente estéril, foi realizada com filtros de 0,22 µm (Millipore®), para 
garantir a ausência de contaminantes de origem microbiana na solução. 
Através de diluições das soluções-mãe, foram preparadas soluções de 
trabalho de extratos a 2.000, 1.000, 200 e 20 µg/mL (de acordo com a 
necessidade), utilizando como solvente o meio de cultivo celular. Todas as 
soluções foram acondicionadas em recipientes de polipropileno e congeladas a 
-40ºC, até o momento da utilização. 
 




 As amostras utilizadas no processo de validação do método analítico 
(item 3.2.6) e o sobrenadante do cultivo celular obtido após o tratamento das 
células RAW 264.7 (item 3.2.8), foram submetidos a um processo de extração 
líquido-líquido utilizando solvente orgânico para a quantificação dos 
eicosanóides (PGE2, PGD2, 6-ceto-PGF1α, PGF2α, TXB2 e LTB4). Em um tubo 
de polipropileno de 2 mL (Eppendorf®, Alemanha), foi recolhida uma alíquota 
de 1 mL do meio de cultivo celular e em seguida foram adicionados 5 ng de 
padrão interno PGB2-d4 e 50 µL de ácido fórmico. Foi então adicionado 1 mL 
de acetato de etila,  os tubos de polipropileno foram agitados cinco minutos em 
vórtex a 3200 rpm, seguido de cinco minutos de centrifugação a 14000 rpm a -
10°C (Eppendorf®, Centrifugue 5810R, Alemanha). Após a centrifugação, 
recolheu-se 700µL do sobrenadante orgânico em novos tubos de polipropileno 
de 2 mL. Posteriormente, todo o volume de acetato de etila foi evaporado 
através de fluxo de nitrogênio. Em seguida, o resíduo foi reconstituído com 100 
µl de fase móvel, agitado em vórtex durante 1 minuto e mantido em banho de 
ultra-som por 30 segundos. Finalmente, as amostras foram centrifugadas a 
14000 rpm (-10°C) por cinco minutos, e então 70 µL do sobrenadante foram 
transferidos para insertos em vials âmbar para a injeção no CLAE-EM/EM. 
 






O cromatógrafo líquido utilizado nas análises foi um modelo Agilent® 
Technologies 1200 Series, com bomba binária G1312B, desgaseificador 
G1379B e forno de coluna TCC SL G1316B. O sistema foi acoplado a um 
espectrômetro de massas do tipo triplo quadrupolo da Applied Biosystems® 
modelo API 3200, utilizando fonte de ionização do tipo Eletrospray (ESI). O 
injetor automático e gerenciador de amostras utilizado foi o modelo CTC 
Waters® 2777 Sample Manager, e os dados obtidos pelo CLAE-EM/EM foram 





3.2.5.2 Preparo de padrões de PGE2, PGD2, 6-ceto-PGF1α, PGF2α, TXB2, LTB4 
e PGB2-d4 
 
Foi adquirido um mix de padrões de prostanóides PGE2, PGD2, 6-ceto-
PGF1α, PGF2α e TXB2 de concentração 2000 µg/mL cada (Cayman
® Chemical, 
lote 0446633); de leucotrieno LTB4 de concentração 1000 µg/mL (Cayman
® 
Chemical, lote 0439924-9) e de padrão interno PGB2-d4 de concentração 500 
µg/mL (Cayman® Chemical, lote 2745-5). Todos os padrões foram mantidos em 
suas embalagens de origem sob refrigeração a -80°C até o momento do uso. 
Foram preparadas soluções-estoque diluídas em acetonitrila (Tedia® 
Brasil) misturando-se os eicosanóides de modo que a concentração de cada 
analito fosse de 1000 ng/mL. Estas soluções também foram armazenadas em 
refrigerador a -80°C. As soluções de trabalho foram preparadas diluindo-se a 
solução-estoque em diluente adequado de acordo com a necessidade de cada 
experimento. 
 
3.2.5.3 Infusão direta no Espectrômetro de Massas (EM) 
 
A checagem do sinal dos analitos foi realizada através da técnica da 
infusão direta (DIMS). Para isso, foi preparada uma solução contendo a mistura 
de todos os padrões na concentração de 250 ng/mL de cada, diluídos em 
acetonitrila/água (50:50 v/v). Esta concentração foi suficiente para obter-se 
uma intensidade de sinal com valores próximos entre 2 x 105 e 1 x 106 cps 
(contagens por segundo), preconizada pelo fabricante do equipamento como 
sendo suficiente para que seja possível a posterior otimização automática dos 
parâmetros de detecção. 
Para este experimento, a posição do capilar vertical do ESI foi mantido 
em 10 mm e do horizontal em 5 mm. As amostras então foram infundidas no 
EM utilizando uma seringa (Hamilton®, Reno, NV-USA), mantendo um fluxo de 
alimentação de 10 µL/min. O monitoramento de todos os padrões foi realizado 





3.2.5.4 Otimização automática do equipamento por MRM 
 
Uma vez que a concentração utilizada para os padrões se adequou às 
características do equipamento, foi então realizada a otimização automática 
(MRM) dos parâmetros de DP (potencial de desagregação), EP (potencial de 
entrada), CEP (potencial de entrada na célula de colisão), CE (energia de 
colisão) e CXP (potencial da célula de saída) do analisador de massas do 
equipamento. Um ajuste fino de cada parâmetro foi realizado automaticamente 
para cada composto, e ao final deste procedimento foi obtido um relatório 
contendo todos os valores otimizados. 
Após a otimização por MRM, foram obtidos os espectros dos compostos 
com os íons moleculares [M-H]- e seus fragmentos. Foram então escolhidos 
para o monitoramento no espectrômetro de massas os dois fragmentos mais 
intensos (estáveis) referentes a cada composto.  
 
3.2.5.5 Análise por Injeção em Fluxo (FIA) 
 
Após o ajuste dos parâmetros do analisador de massas, foram então 
otimizados os parâmetros da fonte de ionização. Para isto foi realizada uma 
Análise por Injeção em Fluxo (FIA), que ajustou CUR (gás de cortina), CAD 
(gás de colisão), GS1 (gás nebulizador), GS2 (gás secante), IS (voltagem do 
capilar) e TEM (temperatura da fonte). 
A injeção em fluxo foi realizada acoplando-se o cromatógrafo líquido, 
sem a coluna cromatográfica, ao espectrômetro de massas. A fase móvel 
utilizada foi acetonitrila/água (50:50 v/v), com fluxo de 200 µL/min e volume de 
injeção de 10 µL. A posição vertical do capilar do Eletrospray foi ajustada para 
3 mm, e a horizontal para 5 mm. 
 
3.2.5.6 Análise por CLAE-EM/EM 
 
O desenvolvimento do método cromatográfico foi inicialmente baseado 
em estudos prévios disponíveis na literatura (MASOODI; NICOLAOU, 2006, 
BLEWETT et al., 2007). O método foi desenvolvido utilizando soluções 
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contendo todos os eicosanóides (PGE2, PGD2, 6-ceto-PGF1α, PGF2α, TXB2, 
LTB4) e o padrão interno utilizado (PGB2-d4), todos na concentração de 100 
ng/mL, diluídos em fase móvel. Em função das características moleculares dos 
eicosanóides e da análise da literatura, optou-se pela utilização de coluna 
cromatográfica de sílica do tipo C18. A marca e o tipo da coluna escolhida para 
o desenvolvimento foi a ZorbaxTM Eclipse® XDB-C18 de resolução rápida de 
100 mm de comprimento, 2,1 mm de diâmetro e 1,8 mícron de tamanho de 
partícula (Agilent® Technologies, EUA). Ajustes no sistema cromatográfico 
como variações no fluxo (de 150 a 400 µL/min), composição (diferentes 
proporções de acetonitrila em água, variando de 30% a 75%) e modo de 
eluição da fase móvel (isocrática ou por gradiente) também foram avaliadas. 
Ácido fórmico (0,1% v/v) como aditivo de fase móvel sempre foi considerado, 
em função das características estruturais dos compostos analisados. Testes 
com relação ao volume de injeção (variando entre 10 e 20 µL) e temperatura do 
forno da coluna (variando entre 25ºC e 40ºC) também foram realizados. 
Foram escolhidos os parâmetros que forneceram o melhor sistema 
cromatográfico, considerando o adequado perfil dos picos, a maior intensidade 
do sinal gerado e o menor tempo de corrida possível. 
 
3.2.6 Validação do método  
 
A validação do método de quantificação da PGE2, PGD2, 6-ceto-PGF1α, 
PGF2α e TXB2 foi realizada de acordo com os critérios estabelecidos no Guia 
de Validação de Métodos Bioanalíticos da Agência Nacional de Vigilância 
Sanitária do Brasil - RE nº 27, de 17 de maio de 2012. Para que um método 
seja considerado validado, os seguintes requisitos devem ser atendidos: 
seletividade, limites de detecção e quantificação, linearidade, precisão, 
exatidão, efeito residual, efeito matriz, recuperação e estabilidade dos analitos 
em matriz biológica e em solução (BRASIL, 2012). 
Como matriz de validação, foi utilizado o sobrenadante do meio de 
cultivocelular (DMEM completo) obtido após 24 horas de incubação com 
células RAW 264.7, em ambiente a 37ºC e com 5% de CO2. Esta matriz foi 
fortificada com concentração conhecida dos analitos e padrão interno, e então 
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submetida ao processo de extração, conforme item 3.2.4, e as amostras 
injetadas no CLAE-EM/EM. Para as análises estatísticas de todos os 
parâmetros de validação, o nível basal de todos os eicosanóides presentes 
originalmente na matriz foi descontado. 
 
3.2.6.1 Limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 
 
O limite de detecção (LD) e o limite inferior de quantificação (LIQ) foram 
estimados através da relação sinal-ruído. Para condução deste estudo, 
soluções de trabalho a partir de uma solução mãe (contendo PGE2, PGD2, 6-
ceto-PGF1α, PGF2αe TXB2) de concentração 1000 ng/mL foram preparadas por 
meio de diluições sucessivas. 50 µL desta solução, 50 µL de uma solução a 
200 ng/mL de padrão interno (PGB2-D4) e 50µL de ácido fórmico foram 
adicionadas de 900 µL de matriz, extraídas (ítem 3.2.4) e analisadas até que 
fosse estimado através da relação sinal/ruído de 3:1 para o LD e pelo menos 
10:1 para o LIQ, até que desejada precisão (coeficientes de variação inferiores 




A linearidade foi avaliada durante três dias distintos através do método 
da padronização interna. Para o preparo das curvas de calibração, alíquotas de 
900µL de matriz de validação foram fortificadas com 50 µL da solução 
contendo os analitos, 50 µL da solução do padrão interno e 50 µL de ácido 
fórmico. Após fortificação das amostras, os analitos foram extraídos conforme 
descrito no item 3.2.4, de modo a obter sete níveis de concentração em 
triplicata, onde a menor concentração da curva corresponde ao LIQ. Para todos 
os analitos, estas concentrações foram: 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 50 
ng/mL, 100 ng/mL, 150 ng/mL e 200 ng/mL. A quantidade de padrão interno em 
cada nível foi mantida sempre em 5 ng. 
Para os compostos uma curva de calibração foi gerada automaticamente 
pelo software Analyst® versão 1.4.2 a fim de confirmar a relação linear entre as 
áreas dos picos dos analitos/área do pico do padrão interno versus a 
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concentração dos analitos/concentração do padrão interno. O modelo 
matemático para gerar a curva foi o método dos quadrados mínimos utilizando 
regressão linear 1/x. O ângulo, o intercepto e o coeficiente de correlação (r2) 
foram calculados como parâmetros da regressão. Além disso, para cada 
composto, em cada nível de concentração, foram calculados o coeficiente de 
variação (CV%) e o erro relativo (ER%) com a finalidade de monitorar os 
ajustes de precisão e exatidão dos dados. Para cada nível de concentração as 
variações de precisão e exatidão não devem exceder 15%, exceto para o LIQ 
onde não devem ser observadas variações maiores que 20%. O coeficiente de 
correlação (r2) deve ser igual ou superior a 0,98 (BRASIL, 2012). Além disso, 
para cada nível da curva de calibração, a precisão e a exatidão também foram 
avaliadas. Os níveis relativos aos controles de qualidade baixo (CQB), médio 




A seletividade foi avaliada através do método de comparação com a 
matriz. Para a realização deste ensaio, alíquotas de 100 µL de metanol e 50 µL 
de ácido fórmico foram adicionadas a tubos de Eppendorf contendo, 
separadamente, seis amostras com 900 µL de meio DMEM que passou 24 
horas em contato com as células de cultivo. Estas amostras foram submetidas 
ao processo de extração descrito no item 3.2.4. 
Em uma segunda etapa, duas alíquotas de 900 µL de meio DMEM, que 
passou 24 horas em contato com as células de cultivo foram fortificadas com 
50 µL da solução dos analitos, 50 µL da solução do padrão interno e 50 µL de 
ácido fórmico de modo a obter a concentração referente ao LIQ. Estas 
amostras foram submetidas ao processo de extração descrito na Seção 3.2.4. 
Os cromatogramas obtidos com as matrizes isentas dos analitos de 
interesse foram sobrepostos aos cromatogramas obtidos com a matriz 
fortificada. As respostas de picos interferentes próximos ao tempo de retenção 
do analito devem ser inferiores a 20% da resposta do analito obtido com a 
matriz fortificada. As respostas de picos interferentes próximos ao tempo de 
retenção do PI devem ser inferiores a 5% da resposta do PI (BRASIL, 2012). 
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3.2.6.4 Amostras de controle de qualidade 
 
As amostras de controle de qualidade (CQ) do limite inferior de 
quantificação (LIQ), e as de baixa (CQB), média (CQM), alta concentração 
(CQA) e limite superior de quantificação (LSQ), foram preparadas de maneira 
similar às amostras da curva de calibração, porém em cinco repetições e 
utilizando as concentração de 5 ng/ml (LIQ), 10 ng/mL (CQB), 100 ng/mL 
(CQM), 150 ng/mL (CQA), 200 ng/mL (LSQ) para todos os analitos. 
O critério de aceitação das amostras de CQ é determinado pela 
obtenção de ao menos 66% dos controles com desvio inferior a 15% 
comparado ao valor nominal da curva de calibração, exceto para o LIQ onde 
não devem ser observadas variações maiores que 20% (BRASIL, 2012). 
A única amostra de CQ preparada de maneira distinta às amostras da 
curva de calibração foi a amostra de controle de qualidade de diluição (CQD). 
O preparo da CQD consistiu em adicionar de 900 µL de matriz com 50 µL dos 
analitos de modo a obter uma concentração final de 500 ng/mL de cada 
composto, seguido de agitação em vórtex por 3 minutos a 3200 rpm e 
centrifugação por 5 minutos a 14000 rpm 0°C. Após esta etapa a amostra foi 
aliquotada para tubos de Eppendorf (3 de 190 µL) e adicionadas de 710 µL de 
matriz. As amostras foram novamente agitadas em vórtex por 5 minutos a 3200 
rpm. 
 
3.2.6.5 Efeito residual  
 
O teste do efeito residual foi realizado para verificar um possível arraste 
dos analitos e PI gerados por análises anteriores. Para a condução do ensaio, 
foram realizadas injeções consecutivas de uma amostra de matriz isenta da 
adição de padrões, uma amostra de matriz fortificada com os analitos de 
interesse nos níveis mais altos de concentração da curva de calibração e duas 
amostras de matriz isenta de adição de padrões. As respostas dos picos 
interferentes, presentes nas duas amostras de matriz isenta de analitos 
injetadas após a amostra fortificada, devem ser inferiores a 20% comparado 
com as respostas dos analitos nas amostras processadas do LIQ. Para o 
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padrão interno (PI), as respostas obtidas com a matriz de validação devem ser 
inferiores a 5% da resposta do PI (BRASIL, 2012). 
 
3.2.6.6 Precisão e exatidão 
 
A precisão e a exatidão foram avaliadas durante três dias consecutivos 
(intra e inter-dia) através da análise de oito réplicas de amostras controle (CQ-
LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD). A precisão foi expressa em termos do 
coeficiente de variação (CV%) entre as áreas obtidas de cada composto, em 
um mesmo nível de concentração. O cálculo do coeficiente de variação é 
apresentado na Equação 5. A exatidão foi estimada em cada nível de 
concentração através cálculo do erro relativo (ER%) obtido entre a 
concentração teórica e a concentração experimental de cada composto 
(Equação 6). Os erros de precisão e exatidão devem ser inferiores a 15%, 
exceto para o CQ-LIQ onde as variações não devem exceder 20% (BRASIL, 
2012).  
  CV  % =
Desvio  padr ão x 100
concentra ção média  ex perimental
      (Equação 5) 
 
ER  % =
Cexp −Cnom
Cnom
x 100      (Equação 6) 
 
Onde Cexp é a média da concentração obtida experimentalmente e 
Cnom é a concentração nominal ou real. 
 
3.2.6.7 Efeito matriz 
  
Para avaliar o efeito matriz, seis alíquotas de 900 µL de matriz, foram 
fortificadas com 100 µL de metanol e 50 µL de ácido fórmico e submetidas ao 
processo de extração. O extraído foi ressupendido em 50 µL da solução do PI e 
50 µL dos analitos de modo a obter os mesmos níveis de concentração das 
amostras CQB e CQA. Para cada nível de concentração foi calculado o fator de 
matriz normalizado (FMN, Equação 7) das respostas obtidas com os analitos 
em matriz e em solução, preparada nos mesmos níveis de concentração. O 
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efeito da matriz não é significativo quando a variação (CV%) dos fatores de 
matrizes normalizados relativos a todas as concentrações de um mesmo 
analito for inferior a 15% (BRASIL, 2012). 
 
FMN =
Área  do  analito  em  matriz
Área  do  PI  em  matriz
Área  do  analito  em  solução
Área  do  PI  em  solução
      (Equação 7) 
 
3.2.6.8 Testes de estabilidade em matriz 
 
3.2.6.8.1 Estabilidade de curta duração 
 
A estabilidade de curta duração foi determinada em matriz sob as 
condições normais de trabalho do laboratório. Para a condução deste ensaio, 
alíquotas de 900 μL de matriz foram fortificadas com 50 μL da solução dos 
analitos, de modo a obter as mesmas concentrações do CQB e do CQA. 
As amostras fortificadas foram agitadas em vórtex por 5 minutos a 3200 
rpm e em seguida mantidas em bancada por 4 e 6 horas. Após este período, as 
amostras receberam alíquotas de 50 μL da solução do padrão interno e 50 µL 
de ácido fórmico, de modo a obter os mesmos níveis de concentração do CQA 
e do CQB. Após esta etapa as soluções obtidas passaram pelo processo de 
extração e foram injetados no CLAE-EM/EM.  
Os resultados obtidos com as amostras armazenadas na bancada foram 
comparados com a média dos valores das amostras de matriz recém-
preparadas, nos mesmos níveis de concentração. O comparativo foi realizado 
através do ER% e CV%, os quais não devem exceder 15% (BRASIL, 2012). O 
ensaio foi conduzido utilizando seis repetições preparadas para cada nível de 
concentração.  
 
3.2.6.8.2 Estabilidade de pós-processamento 
 
A estabilidade pós-processamento foi realizada da mesma forma que a 
estabilidade de curta duração (item 3.2.6.8.1). No entanto, após o 
processamento, as amostras permaneceram no gerenciador de amostras do 
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CLAE-EM/EM por períodos de 3, 6 e 8 horas (3 ºC). Decorrido esses períodos, 
as amostras foram analisadas. Os resultados obtidos com as amostras 
armazenadas foram comparados com a média dos valores das amostras 
recém-preparadas, nos mesmos níveis de concentração. O comparativo foi 
realizado empregando o ER%, o qual não deve exceder 15% (BRASIL, 2012). 
 
3.2.6.8.3 Estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento  
 
 
A estabilidade dos analitos também foi determinada em matriz após 1, 2 
e 3 ciclos de congelamento e descongelamento, utilizando 36 alíquotas de 900 
μL de meio de cultivo DMEM, fortificadas nos mesmos níveis de concentração 
do CQB (18 amostras) e do CQA (18 amostras). As amostras fortificadas foram 
congeladas por 24 h (-40 °C) e então descongeladas a temperatura ambiente e 
ao abrigo da luz (1º ciclo).  
 Quando completamente descongeladas, um lote de amostras (6 CQB e 
6 CQA) passou pelo processo de extração, para posteriormente ser injetado 
em CLAE-EM/EM. Os outros dois lotes foram novamente congelados (-40 °C) 
por mais um período de 24 h, e assim sucessivamente até completar 3 ciclos 
de congelamento e descongelamento.  
Os resultados obtidos com as amostras do ciclo de congelamento e 
descongelamento foram comparados com a média dos valores obtidos com 
amostras recém-preparadas, nos mesmos níveis de concentração. O 
comparativo foi realizado através do ER% e CV%, os quais não devem exceder 
15% (BRASIL, 2012). 
 
3.2.6.8.4 Estabilidade de longa duração 
 
Para avaliar a estabilidade de longa duração, 36 alíquotas de 900 µL de 
matriz foram fortificadas com solução dos analitos, de modo a obter os mesmos 
níveis de concentração do CQB (18 amostras) e do CQA (18 amostras). Após 
fortificação as amostras foram agitadas em vórtex por 5 minutos a 3200 rpm, e 
em seguida congeladas (-40 °C) por um período de 10 e 20 dias (período que 
excedeu o tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra e a análise 
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da última). Após cada período de tempo, as amostras foram descongeladas em 
temperatura ambiente e extraídas.  
Os resultados obtidos com as amostras armazenadas em freezer (10, 20 
e 30 dias), foram comparados com a média dos valores obtidos com amostras 
de matriz recém-preparadas. O comparativo foi realizado através do ER% e 
CV%, os quais não devem exceder 15% (BRASIL, 2012). 
 
3.2.6.9 Teste de estabilidade em solução 
 
3.2.6.9.1 Estabilidade da solução de trabalho em bancada  
 
A estabilidade das soluções de trabalho em bancada foi realizada após 3 
horas de armazenamento sobre a bancada (21ºC, com incidência direta de luz 
artificial). Após este período, 50 µL da solução de padrão interno e 50 µL da 
solução dos analitos foram misturadas, de modo a obter os mesmos níveis de 
concentração do CQB e CQA. Os resultados obtidos com as amostras 
armazenadas foram comparados com a média dos valores obtidos com 
soluções recém-preparadas, nos mesmos níveis de concentração. O 
comparativo foi realizado através do ER%, o qual não deve exceder 10% 
(BRASIL, 2012). 
 
3.2.7 Células da linhagem RAW 264.7 
 
Células da linhagem RAW 264.7 (macrófagos derivados de monócitos 
de ratos leucêmicos), adquiridas da Associação Técnico-Científica Paul 
Ehrlich– UFRJ, foram mantidas em meio DMEM completo alta glucose, com L-
glutamina e sem bicarbonato de sódio (Himedia®, Mumbai, Índia), 
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), 300 mg/mL de 
penicilina-G e 50 mg/mL de sulfato de estreptomicina. A incubação foi realizada 
a 37ºC, em atmosfera úmida com 5% de CO2, sendo as células sub-cultivadas 
a cada 3 dias, na concentração de 1,0x105 células/mL. 
Num experimento típico, as células foram plaqueadas na densidade de 
5,0x105 células/mL em meio DMEM completo alta glucose, com L-glutamina e 
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sem bicarbonato de sódio, isento de vermelho de fenol (Himedia®, Mumbai, 
Índia) suplementado com 1% de SFB, em placas de 24 poços (TPP®, Suíça). 
Antes da realização dos ensaios, as células permaneceram 24 horas nestas 
condições, para adequada ambientação. A quantidade de células plaqueada 
forneceu uma subconfluência média de 95%. 
 
3.2.7.1 Avaliação da viabilidade e proliferação celular 
 
A proliferação das células RAW 264.7 após 24 horas de tratamento foi 
observada em microscópio óptico (Olympus® CH30) após diluição com 
soluçãoa 0,4% Azul de Trypan em salina tamponada com fosfatos (PBS). Ao 
número de células totais (viáveis e mortas), contadas em câmaras de 
Neubauer Improved®, atribui-se a atividade de proliferação celular, 
comparando-se o número de células obtidas em todos os tratamentos 
realizados com as células controle (aquelas que não receberam nenhum tipo 
de tratamento). 
A viabilidade das células RAW 264.7 após 24 horas de tratamento 
(incubação em atmosfera úmida a 37°C, com 5% de CO2) foi avaliada através 
do ensaio colorimétrico de citotoxicidade do MTT. As células, cultivadas a 
5,0x105células/mL, foram tratadas com LPS (0,5 μg/mL), dexametasona (10 
μM) e com os extratos brutos de folhas e frações hexano, clorofórmio, acetato 
de etila e remanescente de M. sylvestris, S. cordifolia e P. graveolens, nas 
concentrações de 1,0; 10,0; 50,0; 100,0 e 1000,0 μg/mL de cada fração. No 
caso da M. sylvestris, foi avaliada também a viabilidade de células tratadas 
com extrato bruto das flores, nas mesmas concentrações das folhas. 
 Adicionalmente, foi avaliada a viabilidade das células quando 
submetidas ao tratamento combinado com LPS (0,5 μg/mL) e os extratos 
brutos e fracionados das três espécies, na mesma faixa de concentração. Em 
cada poço de cultivo, foi adicionado uma alíquota de 100 μl de solução de MTT 
(2 mg/ml, em PBS), e estas permaneceram sob as condições de incubação por 
mais 4 horas. Em seguida, as placas foram centrifugadas por 10 minutos a 
2000 rpm, e os sobrenadantes foram coletados. Os cristais de formazam foram 
dissolvidos em 500 μL de DMSO e em seguida foi avaliada a absorvância 
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fornecida pela amostra, a 540 nm. A viabilidade então foi expressa em 
porcentagem de células viáveis em função da absorvância da amostra, 
comparada a amostras do grupo controle (células que não receberam 
tratamento), consideradas com 100% de viabilidade. As análises foram 
realizadas em triplicata, e os resultados foram expressos em média ± desvio 
padrão do percentual de viabilidade celular. 
Tanto para as análises de viabilidade quanto para as de proliferação 
celular, as diferenças entre o grupo controle (células que não receberam 
tratamento) e o grupo de células que recebeu algum tipo de tratamento foram 
avaliadas pelo teste de ANOVA one-way seguido pelo testet para amostras 
independentes. Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente 
significativos. As análises estatísticas foram realizadas no software Statistica 
8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA) 
 
3.2.8 Avaliação do efeito de extratos de M. sylvestris (folhas e flores), S. 
cordifolia e P. graveolens sobre a liberação de eicosanóides por células RAW 
264.7 
 
Células RAW 264.7 (5,0x105 células/poço, subconfluência de 95%) 
foram submetidas a tratamento com extratos brutos e frações de M. sylvestris 
(folhas e flores), S. cordifolia e P. graveolens. Foram avaliadas duas 
concentrações de extratos para o tratamento com cada uma das espécies, 10 
µg/mL e 50µg/mL. Como inibidor da liberação de eicosanóides pelas células, 
foi utilizado o anti-inflamatório esteroidal de referência dexametasona (10 μM 
por poço); como estimulante da liberação de eicosanóides pela células, foi 
utilizado LPS (0,5 μg/mL); células que não receberam nenhum tipo de 
tratamento foram denominadas controle. Utilizando as mesmas concentrações, 
as células foram simultaneamente tratadas com os extratos e o LPS e também 
com a dexametasona e o LPS.  
Os cultivos permaneceram por 24 horas, a 37°C, em atmosfera úmida e 
com 5% de CO2. Após este período, o sobrenadante desses cultivos foi 
coletado e submetido ao processo de extração (item 3.2.4). Em seguida, o 
doseamento de PGE2, PGD2, PGF2α e TXB2 foi realizado por CLAE-EM/EM, 
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utilizando a metodologia analítica validada (item 3.2.6). Cada experimento foi 
realizado em seis repetições independentes, e os resultados foram expressos 
em função da razão entre as concentrações de cada eicosanóide nos grupos 
tratados e no controle.  O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para 
avaliar a normalidade de distribuição dos parâmetros investigados com todos 
os tratamentos. Os dados foram expressos como a média ± desvio padrão. 
Diferenças entre os grupos controle e os grupos que receberam tratamento 
com LPS ou dexamentasona foram avaliados pelo teste de ANOVA one-way, 
seguido pelo teste t para amostras independentes. Adicionalmente, o teste de 
ANOVA one-way seguido do teste t para amostras independentes foi também 
aplicado para verificar diferenças entre o grupo que recebeu tratamento com 
LPS e os grupos que receberam tratamento com LPS e algum tipo de extrato, 
nas concentrações utilizadas (10 µg/mL e 50µg/mL). Para todos os casos, 
valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As 
análises estatísticas foram realizadas utilizando o software Statistica® 8.0 



























3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.3.1 Desenvolvimento de método analítico por CLAE-EM/EM para 
quantificação de eicosanóides  
 
Para o desenvolvimento do método bioanalítico por CLAE-EM/EM, o 
primeiro passo foi a escolha da fonte de ionização. Optou-se pela fonte do tipo 
Electrospray (ESI) a qual permite ionizar compostos de média a alta polaridade, 
e é uma forma de ionização considerada ―branda‖, muito útil em análises de 
compostos lábeis. 
Em seguida, foi avaliada a intensidade de sinal dos analitos. A Figura 8 
mostra, no modo negativo de ionização, os íons moleculares [M – H]- dos 
compostos PGE2 (351,1 m/z), PGD2 (351,1 m/z), PGF2α (353,1 m/z), 6-ceto-
PGF1α (369,0 m/z), TXB2 (369,0 m/z), LTB4 (335,2 m/z) e PGB2-d4 (337,1 m/z). 
Para a avaliação dos íons moleculares, soluções de trabalho contendo 250 
ng/mL de cada composto foram preparadas em acetonitrila:água (50:50, v/v) 
contendo 0,1% de ácido fórmico e injetadas diretamente no espectrômetro de 
massas. 
 
FIGURA 8 – AVALIAÇÃO DOS ÍONS MOLECULARES DOS PADRÕES DE PGE2, PGD2, 
PGF2α, 6-ceto-PGF1α, TXB2, LTB4 E PGB2-d4, UTILIZANDO IONIZAÇÃO NO 
MODO NEGATIVO 
FONTE: O Autor, (2013) 
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Após a identificação do sinal de cada composto, foram ajustadas as 
concentrações das soluções a fim de garantir uma intensidade de sinal 
adequada entre 2,0 x 105 e 1,0 x 106 cps, intensidade esta recomendada pelo 
fabricante do equipamento para otimização automática dos parâmetros 
individuais de voltagem dos compostos via Monitoramento de Reações 
Múltiplas (MRM). Os parâmetros de voltagem ajustados foram o potencial de 
desagregação (DP), potencial de entrada (EP), potencial de entrada na célula 
de colisão (CEP), energia de colisão (CE) e potencial de saída da célula de 
colisão (CXP). Ao término da otimização automática dos parâmetros, ficou 
definido que o modo negativo de ionização foi o mais eficiente para ionizar os 
compostos de interesse. Isso se deve ao fato de que todos os compostos em 
estudo serem hidroxilados o que favorece a desprotonação. Foram obtidos os 
dois fragmentos de íons mais intensos de cada composto, sendo o fragmento 
mais intenso utilizado para quantificação e o segundo fragmento mais intenso 
para a qualificação do sinal analítico de cada substância. Assim, foram 
considerados os seguintes fragmentos de íons, em ordem decrescente de 
intensidade: PGE2 (271,2 m/z e 315,3 m/z), PGD2 (271,2 m/z e 315,3 m/z), 
PGF2α (193,0 m/z e 309,0 m/z), 6-ceto-PGF1α (163,2 m/z e 83,0 m/z), TXB2 
(169,1 m/z e 195,2 m/z), LTB4 (195,0 m/z e 59,0 m/z) e PGB2-d4 (113,1 m/z e 
179,0 m/z). A Tabela 3 mostra os parâmetros de voltagem ajustados. 
 
TABELA 3 – PARÂMETROS DE VOLTAGEM OTIMIZADOS ATRAVÉS DE MRM PARA 

















PGE2 e PGD2 (351,1) 
271,2 -25 -5 -20 -22 -20 
315,3 -25 -5 -20 -14 -22 
PGF2α (353,1) 
193,0 -50 -4,5 -20 -30 -4 
309,0 -50 -4,5 -20 -25 -4 
6-ceto-PGF1α (369,0) 
163,2 -40 -4,5 -20 -34 0 
83,0 -40 -4,5 -20 -30 0 
TXB2 (369,0) 
169,1 -35 -5 -20 -24 -2 
195,2 -35 -5 -20 -18 -14 
LTB4 (335,1) 
195,0 -35 -5 -18 -20 0 
59,0 -35 -5 -18 -40 0 
PGB2-d4 (337,1) 
113,1 -45 -4,5 -20 -34 0 




A próxima etapa da otimização do espectrômetro de massas foi o ajuste 
dos parâmetros da fonte de ionização. Esse ajuste foi realizado por meio de 
análises por injeção em fluxo (FIA), acoplando o CLAE ao espectrômetro de 
massas, sem o uso de coluna cromatográfica. A fase móvel utilizada foi 
acetonitrila/água (50:50 v/v), com fluxo de 200 µL/min e volume de injeção de 
10 µL. A posição vertical do capilar do Eletrospray foi ajustada para 3 mm, e a 
horizontal para 5 mm. Os parâmetros otimizados nessa etapa foram: gás de 
interface (CUR): 10 psi; gás de colisão (CAD): 10 psi; gás de nebulização 
(GS1): 50 psi; gás auxiliar (GS2): 40 psi; voltagem do capilar (IS): -4500 V e 
temperatura da fonte: 450ºC. 
Ao término das otimizações do espectrômetro de massas, foram 
realizados os ajustes cromatográficos, objetivando um método rápido, com o 
menor uso de solvente orgânico possível e que proporcionasse a maior 
resolução possível entre os picos que utilizam as mesmas transições. As 
primeiras injeções foram realizadas utilizando uma coluna Zorbax SB C18 (2,1 
x 150 mm; 1,8 µm) e fase móvel composta de diferentes proporções de água e 
acetonitrila, utilizando como aditivo 0,1% de ácido fórmico com fluxo de 300 
µL/min. Apesar de ser um método que separava corretamente todos os analitos 
envolvidos, utilizava uma coluna indicada para uso em cromatografia a líquido 
de ultra eficiência (CLUE). Desta forma, dado que esta coluna funciona 
adequadamente com pressões maiores do que o equipamento utilizado 
proporciona (devido, por exemplo, ao uso de conectores e tubulações de 
polieterecetona), os fluxos de fase móvel eram muito baixos (máximo de 300 
µL/min) e como consequência os picos se mostraram largos e com tempos de 
corrida relativamente altos (doze minutos). 
Com o objetivo de diminuir o tempo de corrida aliado ao uso de colunas 
adequadas, foram testadas diversas colunas de mesma fase estacionária, mas 
com diferentes diâmetros, larguras e tamanhos de partícula. A coluna inicial 
utilizada para o desenvolvimento do método foi uma XBridge C18 Waters® 
FONTE: O Autor, (2013) 
NOTA: 
(1)
Potencial de desagregação 
 
(2)
Potencial de entrada 
 
(3)
Potencial de entrada na célula de colisão 
 
(4)
Energia de colisão 
 
(5)
Potencial de saída da célula de colisão 
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Corporation (2,1 x 100 mm; 5 µm). Optou-se por realizar a corrida no modo 
gradiente com temperatura de 40°C, que foi de 95% de acetonitrila e 5% de 
água, a 95% de água e 5% de acetonitrila em 5 minutos de corrida, utilizando 
sempre como aditivo 0,1% de ácido fórmico. Nestas condições foi verificado 
que o tempo de corrida se estendeu exageradamente, sendo que os picos não 
foram observados em um tempo de 20 minutos. Pequenos ajustes no gradiente 
da eluição da fase móvel (utilizando os mesmos solventes) foram realizados, 
porém nem os tempos de retenção e nem a resolução se mostraram 
satisfatórios. Foi então utilizada a coluna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 50 
mm; 1,8 µm) e, após a realização de diversos testes cromatográficos, variando-
se principalmente o gradiente de eluição de fase móvel, foi definido que a 
proporção inicial ideal era a de 55% de água e 45% de acetonitrila. Esta 
composição proporcionou uma adequada separação entre a PGE2 e seu 
principal isômero, a PGD2, a qual utiliza as mesmas transições de 
monitoramento, com um tempo inferior a 5 minutos de corrida. A composição 
completa do gradiente de eluição é mostrada na Tabela 4.  
  
TABELA 4 – GRADIENTE DE ELUIÇÃO DE FASE MÓVEL DO MÉTODO PARA 
QUANTIFICAÇÃO DE EICOSANÓIDES 
TEMPO (min) FLUXO (µL/min) 
SOLVENTES 
Água 0,1% AFO (%) Acetonitrila 0,1% AFO (%) 
0,00 700 55 45 
0,50 700 55 45 
1,57 700 25 75 
1,58 700 55 45 
4,00 700 55 45 
FONTE: O autor, (2014) 
 
Os demais parâmetros cromatográficos foram fluxo de fase móvel 
ajustado em 700 µL/min, volume de injeção de 5 µL, temperatura do forno da 
coluna de 40°C e um tempo de corrida de 4 minutos. Após estas definições, o 
cromatograma representativo dos compostos analisados, cada um na 
concentração de 100 ng/mL dissolvidos num solvente composto por 55% de 





FIGURA 9 – CROMATOGRAMA DA PGE2 (Tr: 1,62 min), PGD2 (Tr: 1,89 min), PGF2α (Tr: 1,49 
min), 6-ceto-PGF1α (Tr: 1,02 min), TXB2 (Tr: 1,43 min), LTB4 (Tr: 2,82 min)  E DA 
PGB2-d4 (Tr: 2,59 min) OBTIDO ATRAVÉS DE CLAE-EM/EM (ESI-) UTILIZANDO 
GRADIENTE DE ELUIÇÃO ENTRE ÁGUA E ACETONITRILA, AMBOS 
CONTENDO 0,1% DE AFO.  
DADOS: Coluna Zorbax Eclipse
TM
 XDB-C18 (1,8 µm, 4,6x50 mm, Agilent
®
) 
FONTE: O Autor, (2013) 
 
Um dos aspectos mais importantes na avaliação do método 
desenvolvido foi a qualidade cromatográfica no que tanje ao perfil dos picos (as 
suas simetrias e larguras) e a resolução dos picos dos isômeros PGE2 e PGD2, 
que utilizam as mesmas transições de monitoramento. Utilizando a Equação 8 
para cálculo de resolução entre picos mostrada abaixo (onde t1 e W1 
representam respectivamente o tempo de retenção e a largura do pico da PGE2 
e t2 e W2 representam respectivamente o tempo de retenção e a largura do 






     (Equação 8) 
 
A grande vantagem apresentada pelo método desenvolvido neste 
trabalho é que ele apresenta uma adequada separação entre a PGE2 e o seu 
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principal isóbaro com um tempo de corrida relativamente baixo (4 min), 
utilizando uma coluna com diâmetro de 4,6 mm, adequada para o cromatógrafo 
utilizado. Outros autores também obtiveram uma adequada separação 
utilizando colunas de mesmo diâmetro, porém com partículas de tamanho 3 
µm, 4 µm ou 5 µm, o que torna os picos mais alargados (SCHMIDT; COSTE; 
GEISSLINGER, 2005, HISHINUMA et al., 2007; YANG et al., 2002; CAO et al., 
2008) e/ou com corridas demasiadamente longas (NITHIPATIKOM et al., 2002; 
ARAÚJO; FROYLAND, 2006).  
O método desenvolvido apresenta um excelente perfil de todos os picos 
cromatográficos, e o tempo de corrida curto aliado ao baixo consumo de 
solvente orgânico torna a análise mais econômica e ambientalmente 
sustentável. Em virtude dos bons resultados obtidos com este método, a 
próxima etapa foi validá-lo.  
 
3.3.2 Validação do método analítico  
 
A validação do método analítico seguiu as diretrizes propostas pela 
resolução ANVISA RDC n. 27, de 17 de maio de 2012 (BRASIL, 2012). Os 
parâmetros avaliados foram seletividade, limites de detecção e quantificação, 
efeito residual, efeito matriz, linearidade, precisão, exatidão e estabilidade dos 
analitos em matriz biológica e em solução. Do item 1.3.2.1 ao item 1.3.2.9 são 
mostrados os resultados da validação considerando os analitos PGE2, PGD2, 
PGF2α, 6-ceto-PGF1α e TXB2. O LTB4 não foi considerado na validação em 
função dos valores obtidos na linearidade e na estabilidade extrapolarem as 
variações máximas ou mínimas permitidas. Dessa forma, nas condições 
estabelecidas neste estudo, o LTB4 pode ser avaliado apenas de forma 
qualitativa. 
 
3.3.2.1 Limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 
 
O LD e o LQ foram avaliados a partir da relação sinal/ruído, obtida 
diretamente dos cromatogramas (mínimo de 3 e 10 vezes para LD e LQ, 
respectivamente). As soluções com concentração conhecida de todos os 
analitos foram sucessivamente diluidas e injetadas até obtenção dos menores 
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picos detectáveis e quantificáveis. O método mostrou-se sensível, com valores 
de LD de 1 ng/mL (relações sinal/ruído superiores a 3,5) e LQ de 5 ng/mL 





A linearidade foi determinada em sete níveis de concentração, 
contemplando a faixa de 5,0 a 200 ng/mL. A análise de regressão mostrou que 
as curvas analíticas para todos os compostos analisados foram lineares com 
valor do coeficiente de correlação (r) superior ao estabelecido pela RDC Nº 
27/2012 da ANVISA, que preconiza valores iguais ou superiores a 0,98. Além 
disso, a precisão e a exatidão obtidas em cada nível de concentração foram 
consideradas adequadas. Como mostra a Tabela 5, os dois parâmetros 
apresentaram coeficientes de variação (CV%) ou erros relativos (ER%) 
inferiores a 11% (a RDCNº 27/2012 preconiza valores inferiores a 20% para o 
LIQ e 15% para os demais níveis da curva). Dessa forma, considerando a faixa 
de concentração estabelecida (5-200 ng/mL) o método desenvolvido garante 
uma resposta linear precisa e exata para os analitos PGE2, PGD2, PGF2α, 6-

















TABELA 5 - VALORES DE PRECISÃO E EXATIDÃO, EM FUNÇÃO DOS NÍVEIS DE 
CONCENTRAÇÃO DAS CURVAS ANALÍTICAS, OBTIDOS PARA PGE2, PGD2, 














PGE2 4,74 0,37 7,87 -5,03 
PGD2 4,89 0,09 1,96 -2,06 
PGF2α 4,75 0,41 8,77 -4,83 
6-ceto-PGF1α 5,17 0,07 1,53 3,42 
TXB2 4,53 0,30 6,63 -9,22 
10 
PGE2 9,79 0,54 5,60 -2,03 
PGD2 10,60 0,62 5,85 6,03 
PGF2α 11,03 0,28 2,60 10,40 
6-ceto-PGF1α 10,56 1,15 10,93 5,68 
TXB2 9,73 0,32 3,38 -2,63 
20 
PGE2 21,14 0,69 3,28 5,73 
PGD2 21,94 0,36 1,64 9,71 
PGF2α 18,99 1,02 5,40 -5,04 
6-ceto-PGF1α 19,72 0,29 1,49 -1,36 
TXB2 21,78 0,74 3,42 8,94 
50 
PGE2 51,27 3,78 7,38 2,56 
PGD2 45,07 1,69 3,77 -9,86 
PGF2α 53,21 0,23 0,44 6,43 
6-ceto-PGF1α 45,62 3,56 7,82 -8,74 
TXB2 53,58 0,85 1,60 7,18 
100 
PGE2 101,53 4,49 4,42 1,53 
PGD2 97,15 3,77 3,88 -2,85 
PGF2α 98,93 6,03 6,09 -1,06 
6-ceto-PGF1α 98,48 6,67 6,77 -1,52 
TXB2 103,72 2,90 2,79 3,72 
150 
PGE2 140,02 3,20 2,28 -6,65 
PGD2 143,44 1,84 1,28 -4,37 
PGF2α 149,77 8,43 5,62 -0,15 
6-ceto-PGF1α 154,75 0,63 0,41 3,17 
TXB2 145,49 7,02 4,83 -3,00 
200 
PGE2 206,39 10,79 5,23 3,20 
PGD2 215,52 7,20 3,34 7,76 
PGF2α 199,43 8,76 4,39 -0,28 
6-ceto-PGF1α 201,56 1,45 0,72 0,78 
TXB2 194,69 10,13 5,20 -2,65 
FONTE: O autor, (2014) 
NOTA: CV%, Coeficiente de variação; ER%, Erro relativo 
 
As curvas analíticas, as equações da reta e os valores de coeficiente de 












FIGURA 10 – CURVAS ANALÍTICAS COM AS RESPECTIVAS EQUAÇÕES DA RETA E VALORES DE COEFICIENTE DE CORRELAÇÃO OBTIDOS POR 




(Continuação) FIGURA 10 - CURVAS ANALÍTICAS COM AS RESPECTIVAS EQUAÇÕES DA 
RETA E VALORES DE COEFICIENTE DE CORRELAÇÃO 
OBTIDOS POR REGRESSÃO LINEAR 1/x DA PGE2 (a), PGD2 





O ensaio de seletividade foi realizado através do método da comparação 
com a matriz, onde esta é avaliada quanto à presença de interferentes 
significativos. Como mostra a Figura 11, na matriz biológica não ocorre a 
presença de interferentes significativos nos mesmos tempos de retenção dos 
analitos e do padrão interno, quando a matriz é fortificada na concentração 
equivalente ao LIQ. Desse modo, o método se mostrou seletivo para análise de 
PGE2, PGD2, 6-ceto-PGF1α, PGF2α, TXB2 e PGB2-d4 extraídos de matriz 
composta por meio de cultivo celular, oferecendo confiabilidade sobre a 






FIGURA 11 – CROMATOGRAMAS DA MATRIZ DE VALIDAÇÃO E DE AMOSTRAS 
FORTIFICADAS NA CONCENTRAÇÃO DE LIQ PARA AVALIAÇÃO DA 
SELETIVIDADE.  
NOTA: a1, b1, c1, d1, e1 e f1 representam as transições monitoradas para os analitos em 
matriz de validação. a2, b2, c2, d2, e2 e f2 representam as transições monitoradas para os 
analitos em matriz de validação fortificada com concentração equivalente ao LIQ  
 
3.3.2.4 Efeito residual 
 
Os cromatogramas obtidos com a injeção de matriz de validação, após a 
injeção de amostras preparadas no nível mais alto de concentração da curva 
de calibração (LSQ), estão apresentados na Figura 12 para PGE2, PGD2, 
PGF2α e 6-ceto-PGF1α e na Figura 13 para TXB2 e PGB2-d4. Nenhum pico 
interferente significativo foi observado no mesmo tempo de retenção dos 
analitos e do padrão interno, não havendo, portanto, risco de contaminação 





FIGURA 12 – CROMATOGRAMAS DA MATRIZ DE VALIDAÇÃO E DE AMOSTRAS 
FORTIFICADAS NA CONCENTRAÇÃO DE LIQ E LSQ PARA AVALIAÇÃO 
DO EFEITO RESIDUAL PARA PGE2, PGD2, PGF2α e 6-ceto-PGF1α.  
NOTA: a1, b1, c1 e d1, transições monitoradas para os analitos em matriz de validação, a2, b2, 
c2 e d2, transições monitoradas para os aqnalitos em matriz de validação fortificada em 
concentração equivalente ao LIQ, a3, b3, c3 e d3 transições monitoradas para os analitos em 





FIGURA 13 – CROMATOGRAMAS DA MATRIZ DE VALIDAÇÃO E DE AMOSTRAS 
FORTIFICADAS NA CONCENTRAÇÃO DE LIQ E LSQ PARA AVALIAÇÃO 
DO EFEITO RESIDUAL PARA TXB2 e PGB2-d4 
NOTA: e1 e f1, transições monitoradas para os analitos em matriz de validação, e2 e f2, 
transições monitoradas para os aqnalitos em matriz de validação fortificada em concentração 
equivalente ao LIQ, e3 f3, transições monitoradas para os analitos em matriz de validação 
fortificada em concentração equivalente ao LSQ  
 
 
3.3.2.5 Precisão e exatidão 
 
Os resultados da precisão e exatidão encontram-se na Tabela 6. 
Conforme pode ser observado, para todas as amostras de controle de 
qualidade os coeficientes de variação (CV%) e erros relativos (ER%) foram 
menores que os 15% preconizados pela ANVISA (BRASIL, 2012). Portanto, 


















TABELA 6 - VALORES DE COEFICIENTE DE VARIAÇÃO PARA AVALIAÇÃO DA PRECISÃO 


















CQ-LIQ 5 6,79 5,23 -2,45 2,11 
CQB 10 12,37 8,33 -1,40 2,48 
CQM 100 8,22 6,73 -0,68 -2,58 
CQA 150 11,70 6,92 -3,35 -1,47 
CQD 100* 7,79 5,66 -2,52 -6,02 
PGD2 
CQ-LIQ 5 8,80 6,65 -3,05 0,83 
CQB 10 6,72 4,08 3,16 3,54 
CQM 100 3,69 5,43 2,14 1,42 
CQA 150 6,07 6,65 2,60 0,69 
CQD 100* 3,68 4,24 2,92 -4,00 
TXB2 
CQ-LIQ 5 11,23 6,87 -4,48 2,28 
CQB 10 6,00 4,50 -3,33 2,68 
CQM 100 3,27 5,33 6,00 0,48 
CQA 150 5,31 5,84 2,53 0,82 
CQD 100* 10,71 6,60 -1,90 -6,79 
PGF2α 
CQ-LIQ 5 10,43 7,65 -4,10 -1,91 
CQB 10 7,89 6,80 -1,34 1,66 
CQM 100 6,20 6,05 6,33 0,94 
CQA 150 11,79 8,87 -0,42 -5,16 
CQD 100* 2,49 5,13 8,40 5,27 
6-CETO-
PGF1 
CQ-LIQ 5 7,23 6,38 4,22 3,12 
CQB 10 4,89 4,02 6,80 2,20 
CQM 100 4,90 4,58 7,00 1,75 
CQA 150 6,56 6,28 0,72 -3,37 
CQD 100* 5,48 5,63 4,14 -2,43 
NOTA: CQ-LIQ: limite inferior de quantificação; CQB: Controle de qualidade de baixa 
concentração; CQM: Controle de qualidade de média concentração; CQA: Controle de 
qualidade de alta concentração; ER%: erro relativo; CV%: coeficiente de variação; *Valor 
nominal após diluição de 500 ng/mL para 100 ng/mL. 
 
 
3.3.2.6 Efeito matriz 
 
Os resultados do teste de efeito matriz são mostrados na Tabela 7. 
Verifica-se que o valor do coeficiente de variação do fator de matriz 
normalizado por padrão interno (FMN) de todos os analitos encontra-se abaixo 
de 8%, valor menor que os 15% máximos permitidos pela ANVISA. Esses 
resultados mostram que o efeito da matriz biológica nas respostas do analito e 









TABELA 7 – FATOR DE MATRIZ NORMALIZADO POR PADRÃO INTERNO E VALORES DE 







FMNs ± dp 
CV% (FMN) 
PGE2 
10 1,25 ± 0,07 
1,22 ± 0,05 3,74 
150 1,19 ± 0,03 
PGD2 
10 1,10 ± 0,10 
1,16 ± 0,09 7,49 
150 1,23 ± 0,04 
TXB2 
10 1,15 ± 0,03 
1,16 ± 0,01 0,61 
150 1,16 ± 0,06 
PGF2α 
10 1,11 ± 0,07 
1,14 ± 0,05 4,76 
150 1,18 ± 0,05 
6-CETO-PGF1α 
10 1,09 ± 0,12 
1,08 ± 0,02 1,70 
150 1,06 ± 0,07 






Os resultados da estabilidade dos analitos e do padrão interno em 
solução e em matriz de validação encontram-se na Tabela 8. As soluções, 
preparadas nas concentrações de 10 ng/mL e 150 ng/mL e diluídas em 
solvente composto por fase móvel, permaneceram estáveis por 3 h em 
condições de bancada (21ºC, com incidência direta de luz artificial). Ensaios de 
longa duração de soluções, que demandam o uso de congelador para 
manutenção de soluções por mais de 24 h, não foram realizados, pois as 
soluções utilizadas eram sempre preparadas para uso imediato, e portanto 
apenas necessárias no momento da fortificação da matriz de validação 
(atividade realizada dentro do período de 3 horas). Além disso, ensaios que 
envolvem o congelamento foram realizados para a matriz de validação, pois 
esta condição era apenas necessária após a fortificação da mesma.  
Os analitos também foram estáveis quando foram misturados com a 
matriz de validação, por um período de 3 h na bancada (21ºC, com incidência 
direta de luz artificial) e 10 h após extração e manutenção no gerenciador de 
amostras do CLAE-EM/EM (3ºC). O estudo de estabilidade de longa duração 
mostrou que as substâncias armazenadas em freezer (-40 ºC) não sofrem 
degradação significativa em 20 dias e não houve comprometimento da 




TABELA 8 - ESTABILIDADE DA PGE2, PGD2, PGF2α, 6-ceto-PGF1α,TXB2 E PGB2-d4 SOB DIFERENTES CONDIÇÕES DE ARMAZENAMENTO  



































Curta duração 3h 
bancada (21°C) 
Recuperação 



















CV (%) 4,98 6,74 7,86 6,77 10,13 7,19 13,56 1,76 3,70 1,64 3,46 







Curta duração 3h 
bancada (21°C) 
Recuperação 




















CV (%) 13,37 8,55 9,65 8,75 10,10 5,84 8,10 2,56 6,39 4,60 8,42 






















CV (%) 14,38 5,73 10,31 8,55 6,14 5,81 10,00 1,52 4,96 6,18 6,41 
ER (%) -8,01 -4,99 -7,27 -13,61 1,21 1,64 -4,69 -2,93 -14,25 -12,66 -14,04 


























CV (%) 5,29 10,78 6,83 5,91 11,11 7,71 11,01 6,83 6,94 2,81 NA 
ER (%) -8,61 -8,09 1,11 -2,92 5,85 5,56 0,93 -2,85 3,46 0,31 NA 
Longa duração 20 
dias (-40°C) 
Recuperação 





















CV (%) 12,54 3,25 7,95 4,18 8,12 5,05 8,61 4,16 6,04 1,73 NA 
ER (%) -0,05 1,53 -9,34 -4,57 -0,44 -0,82 3,08 5,86 1,13 -0,99 NA 
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3.3.3 Células da linhagem RAW 264.7 
 
A Figura 14 (A e B) mostra o aspecto fenotípico das células da linhagem 
RAW 264.7 utilizadas nos experimentos. 
 
 
FIGURA 14 – IMAGENS DE CÉLULAS RAW 264.7 SOB AUMENTO DE 200x (A) E 400x (B) 
FONTE: O Autor, (2013) 
 
Quando cultivadas somente em meio suplementado com soro fetal 
bovino e antibióticos, as células RAW 264.7 proliferam abundantemente. Sob 
estas condições, a observação com o uso microscopia de luz invertida revela 
que praticamente a totalidade destas células adere-se à base do frasco, 
mostrando projeções citoplasmáticas e vacúolos proeminentes.  
 
3.3.3.1 Avaliação da proliferação e da viabilidade celular  
 
 
A avaliação da proliferação celular foi realizada pelo teste do azul de 
Trypan 0,4%, onde as células viáveis permanecem incolores e as células 
mortas, cuja parede é permeável ao corante, se tingem de azul (MALTA et al., 
2006). Neste ensaio, as células totais foram contadas em câmaras de 
Neubauer, avaliando-se o efeito de todos os tratamentos sobre a contagem das 
células, comparando-se com as células controle. No teste de viabilidade 
celular, realizado pelo método do MTT, foi medida a absorvância (a 540 nm) 
fornecida pelas amostras que receberam algum tratamento, comparando-se 
com os valores de absorvância obtidos em amostras controle. Foram 
avaliadadas as influências do LPS (0,5 µg/mL), da dexametasona (10 µmol) e 
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dos extratos brutos e fracionados de M. sylvestris, S. cordifolia e P. graveolens 
(de 1,0 a 1000 µg/mL cada) e destes mesmos extratos associados ao LPS 
sobre o comportamento da linhagem celular RAW 264.7. Os resultados estão 
apresentados nas Figuras 15, 16, 17 e 18 (respectivamente para os 
tratamentos com LPS e dexametasona, M. sylvestris, S. cordifolia e P. 
graveolens), em gráficos do tipo dose-resposta, onde as barras representam a 
média ± desvio padrão do número de células contadas em cada amostra no 
teste de proliferação, enquanto a curva representa a viabilidade celular média ± 
desvio padrão, expressa em porcentagem. 
 
 
FIGURA 15 - EFEITO DO LPS (0,5 µg/mL), DA ASSOCIAÇÃO ENTRE LPS E 
DEXAMETASONA E DA DEXAMETASONA (10 µmol) SOBRE A 
PROLIFERAÇÃO E VIABILIDADE DE DE CÉLULAS RAW 264.7 



















FIGURA 16 – EFEITO DOS TRATAMENTOS COM EXTRATOS DE M. sylvestris ASSOCIADOS OU NÃO COM LPS SOBRE A PROLIFERAÇÃO E 
VIABILIDADE DE CÉLULAS RAW 264.7: (a) EXTRATO BRUTO, (b) FRAÇÃO HEXANO, (c) FRAÇÃO CLOROFÓRMIO, (d) FRAÇÃO 
ACETATO DE ETILA, (e) FRAÇÃO REMANESCENTE, (f) EXTRATO DE FLORES  
















(Continuação) FIGURA 16 – EFEITO DOS TRATAMENTOS COM EXTRATOS DE M. sylvestris ASSOCIADOS OU NÃO COM LPS SOBRE A 
PROLIFERAÇÃO E VIABILIDADE DE CÉLULAS RAW 264.7: (a) EXTRATO BRUTO, (b) FRAÇÃO HEXANO, (c) 
FRAÇÃO CLOROFÓRMIO, (d) FRAÇÃO ACETATO DE ETILA, (e) FRAÇÃO REMANESCENTE, (f) EXTRATO DE 
FLORES 









FIGURA 17 – EFEITO DOS TRATAMENTOS COM EXTRATOS DE S. cordifolia ASSOCIADOS OU NÃO COM LPS SOBRE A PROLIFERAÇÃO E 
VIABILIDADE DE CÉLULAS RAW 264.7: (a) EXTRATO BRUTO, (b) FRAÇÃO HEXANO, (c) FRAÇÃO CLOROFÓRMIO, (d) FRAÇÃO 
ACETATO DE ETILA, (e) FRAÇÃO REMANESCENTE 

















(Continuação) FIGURA 17 – EFEITO DOS TRATAMENTOS COM EXTRATOS DE S. cordifolia ASSOCIADOS OU NÃO COM LPS SOBRE A 
PROLIFERAÇÃO E VIABILIDADE DE CÉLULAS RAW 264.7: (a) EXTRATO BRUTO, (b) FRAÇÃO HEXANO, (c) 
FRAÇÃO CLOROFÓRMIO, (d) FRAÇÃO ACETATO DE ETILA, (e) FRAÇÃO REMANESCENTE 







FIGURA 18 – EFEITO DOS TRATAMENTOS COM EXTRATOS DE P. graveolens ASSOCIADOS OU NÃO COM LPS SOBRE A PROLIFERAÇÃO E 
VIABILIDADE DE CÉLULAS RAW 264.7: (a) EXTRATO BRUTO, (b) FRAÇÃO HEXANO, (c) FRAÇÃO CLOROFÓRMIO, (d) FRAÇÃO 
ACETATO DE ETILA, (e) FRAÇÃO REMANESCENTE 
NOTA: *p≤0,05, em relação ao grupo controle  
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(Continuação) FIGURA 18 – EFEITO DOS TRATAMENTOS COM EXTRATOS DE P. graveolens ASSOCIADOS OU NÃO COM LPS SOBRE A 
PROLIFERAÇÃO E VIABILIDADE DE CÉLULAS RAW 264.7: (a) EXTRATO BRUTO, (b) FRAÇÃO HEXANO, (c) FRAÇÃO 
CLOROFÓRMIO, (d) FRAÇÃO ACETATO DE ETILA, (e) FRAÇÃO REMANESCENTE 
NOTA: *p≤0,05, em relação ao grupo controle  
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Como pode ser observado nas Figuras 15 a 18, nenhum tratamento 
(LPS, dexametasona ou frações de extratos de plantas associados ou não com 
LPS) mostrou capacidade de promover a proliferação das células RAW 264.7. 
Todas as amostras mostraram contagens celulares nos cultivos muito próximas 
daquelas obtidas para a população controle, não sendo observadas diferenças 
estatísticas significativas nas contagens. Dessa forma, as variações nas 
quantificações de eicosanóides observadas nas amostras tratadas não podem 
ser relacionadas ao aumento ou diminuição do número de células durante as 
24 horas do tratamento. 
Em relação aos testes de viabilidade celular, a Figura 15 mostra que 
tanto o LPS quanto a dexametasona não se mostraram tóxicos para as células 
RAW 264.7, nas concentrações utilizadas neste estudo. Já para as células 
tratadas com frações de extrato de folhas ou flores de M. sylvestris (Figura 16), 
concentrações acima de 100 µg/mL de qualquer tratamento (associado ou não 
ao LPS) afetaram significativamente o percentual de viabilidade celular (valores 
de p≤0,05).  Dos extratos de folhas utilizados, aquele oriundo da fração 
remanscente mostrou-se o menos tóxico para as células, onde mesmo em 
concentrações da ordem de 1000 µg/mL, aproximadamente 50% das células se 
mantiveram viáveis em tratamento associado ao LPS e aproximadamente 20% 
das células se mantiveram viáveis em tratamento isonto de LPS. O tratamento 
utilizando extratos de flores de M. sylvestris mostrou-se o menos agressivo de 
todos, pois mesmo com concentrações superiores a 100 µg/mL, a taxa de 
viabilidade das células se manteve aproximadamente em 85%. 
As células tratadas com frações de extrato de S. cordifolia (Figura 17) 
sofreram diminuições siginificativas em suas taxas de viabilidade também com 
concentrações acima de 100 µg/mL, com excessão do extrato oriundo da 
fração remanescente, onde valores de p≤0,05 somente foram observados na 
concentração de 1000 µg/mL não associada ao LPS. Similarmente, a Figura 18 
mostra que células tratadas com frações de extrato de P. graveolens com 
concentração acima de 100 µg/mL apresentaram diferenças significativas nas 
taxas de viabilidade. Porém, comparando os extratos das três espécies, 
aqueles oriundos do P. graveolens foram os que menos diminuíram a 
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viabilidade celular, mantendo-se, independente da concentração, sempre 
superiores a 35%. 
Assim, com o resultado dos testes de proliferação e viabilidade, foi 
possível definir quais as concentrações de frações de extrato seriam utilizadas 
na avaliação do efeito dos extratos sobre os eicosanóides. Foram utilizadas, 
em todos os tratamentos, as concentrações de 10 µg/mL e 50 µg/mL de fração 
de extrato, as quais não alteram siginificativamente a contagem de células 
RAW 264.7 viáveis. 
Nos Anexos I, II e III (respectivamente para M. sylvestris, S. cordifolia e 
P. graveolens) são mostradas as tabelas onde constam os valores de p obtidos 
através das avaliações estatísticas por ANOVA one-way seguido pelo teste t 
para amostras independentes, considerando os tratamentos em todas as 
concentrações de extrato (com e sem LPS) realizados para o teste de 
viabilidade celular. 
 
3.3.3.2 Tratamento das células com LPS e dexametasona 
 
O tratamento de células (notadamente macrófagos e fibroblastos) com 
LPS, um indutor de liberação de mediadores pró-inflamatórios, é um modelo 
clássico para avaliação de atividade anti-inflamatória de extratos de plantas 
(CHEUNG et al., 2013). Considerando o uso das células RAW 264.7 na 
quantidade de 5,0 x 105 células/mL, foi estabelecida a concentração de 0,5 
µg/mL de LPS para todos os experimentos. Como mostra a Figura 19, esta foi 
a maior concentração que não alterou de forma significativa a contagem de 
células viáveis no cultivo (analisada pelo método do MTT), comparada ao 
controle. Concentrações superiores, tais como 1,0 µg/mL (p<0,001) e 1,5 
µg/mL (p<0,001) mostraram-se tóxicas para as células nas condições deste 
estudo, pois a contagem de células viáveis foi drasticamente reduzida (acima 





FIGURA 19 – EFEITO DO TRATAMENTO COM LPS A 0,1 µg/mL, 0,5 µg/mL, 1,0 µg/mL e 1,5 
µg/mL SOBRE A VIABILIDADE DE CÉLULAS RAW 264.7 
NOTA: *p≤0,05, em relação ao grupo controle  
 
O uso da dexametasona na quantidade de 10 µmol é bem estabelecido 
quando se utiliza células RAW 264.7, especialmente em trabalhos de avaliação 
de atividade anti-inflamatória de extratos de planta. Isto foi corroborado pelas 
análises de viabilidade (Figura 15) e pela análise de artigos de outros autores 
que trabalharam em condições similares (JEON et al, 2000; LIN, KUO, 2010; 
AHN et al, 2006). 
 
3.3.4 Avaliação do efeito dos tratamentos com extratos de ―Malvas‖, LPS e 
dexametasona sobre a liberação de eicosanóides por células RAW 264.7 
 
A avaliação da atividade anti-inflamatória dos extratos de ―Malvas‖ sobre 
as células RAW 264.7 foi realizado comparando-se a concentração dos 
metabólitos PGE2, PGD2, TXB2 e PGF2α entre amostras controle (que não 
receberam tratamento) e células que receberam algum tipo de tratamento, seja 
com o inibidor da liberação de mediadores inflamatórios (anti-inflamatório 
esteroidal de referência dexametasona), com o estimulador da liberação de 
mediadores inflamatórios (LPS) ou com os extratos de planta nas 
concentrações de 10 µg/mL e 50 µg/mL e dexametasona, associados ao LPS. 
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Todos os resultados foram normalizados em relação ao controle, ou 
seja, as áreas dos picos obtidos de cada analito em uma amostra que recebeu 
algum tratamento foram divididas pelas áreas dos picos dos analitos 
correspondentes nas amostras controle, obtidas de poços na mesma placa de 
cultivo. Este procedimento foi realizado para minimizar as variações naturais e 
inerentes aos testes biológicos. Além disso, estas variações se tornam ainda 
mais evidentes pelo fato de as quantificações dos analitos terem sido 
realizadas através de CLAE-EM/EM, uma técnica muito sensível. 
A prostaglandina 6-ceto-PGF1α (forma estável e analiticamente 
quantificável da PGI2 ou prostaciclina) e o LTB4 não foram avaliados porque as 
suas concentrações estavam abaixo dos limites de quantificação estabelecidos 
durante a validação do método. Assim, no sentido de evitar resultados 
inconclusivos e de manter a padronização do mesmo número de amostras na 
avaliação de cada tratamento (porque em algumas amostras os picos destes 
analitos eram sequer detectados), estes metabólitos não foram considerados 
neste estudo. 
Como somente prostaglandinas e o tromboxano foram considerados, 
podemos dizer que os metabólitos avaliados denominam-se prostanóides, dado 
que ambos são eicosanóides sintetizados através da via da ciclooxigenase. 
Inclusive, alguns autores consideram estes metabólitos (PGE2, PGD2, TXB2 e 
PGF2α) como ―prostanóides primários‖, pois são moléculas muito estáveis e 
produzidas por sintases específicas a partir de um precursor comum oriundo 
das COX, a PGH2 (MURPHY et al, 2005). Desta forma, o termo ―prostanóide‖ 
exclui os leucotrienos, já que estes são produzidos através da ação da LOX. 
Como descrito nos itens 3.3.4.1, 3.3.4.2 e 3.3.4.3, a concentração de 
LPS utilizada em todos os tratamentos proporcionou um aumento, quando 
comparado ao controle, de 3,63 ± 0,53 vezes para a PGE2, 6,97 ± 0,84 vezes 
para PGD2, 4,13 ± 0,39 vezes para TXB2 e 4,13 ± 0,51 vezes para PGF2α. 
Dessa forma, o uso do LPS na concetração 0,5 µg/mL não altera a contagem 
de células viáveis e ao mesmo tempo eleva a produção de mediadores 
inflamatórios, sendo adequado o seu uso como modelo de processo 
inflamatório in-vitro.  
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Já a dexametasona, utilizada como inibidor da liberação de mediadores 
inflamatórios, proporcionou uma redução, quando comparada ao controle, de 
89,42 ± 0,3% a PGE2, de 90,59 ± 0,5% para a PGD2, de 86,08 ± 1,7% para a 
TXB2 e de 93,43 ± 0,5% para a PGF2α. De forma análoga, quando utilizada em 
conjunto com o LPS, a dexametasona também foi capaz de inibir a produção 
de mediadores, mostrando que é um anti-inflamatório eficiente mesmo quando 
as células são tratadas com LPS. Neste caso, quando comparadas ao controle, 
as taxas de redução foram de 87,63 ± 1,5% para a PGE2, 85,52 ± 0,1% para a 
PGD2, 58,19 ± 4,9% para TXB2 e 85,31 ± 1,0% para a PGF2α. A dexametasona 
é utilizada classicamente como anti-inflamatória por, de maneira geral, inibir a 
fosfolipase A2 citosólica (cPLA2). Esta enzima catalisa a liberação do ácido 
araquidônico, substrato-limite para a ação da COX e da LOX, que produzem 
prostanóides e leucotrienos respectivamente (SUN et al., 2006). Dessa forma, 
isto garante a funcionalidade do modelo, pois ocorre a diminuição da produção 
de todos os derivados eicoisanóides que o método analítico desenvolvido neste 
trabalho se propõe a quantificar (mesmo os que não tenham sido considerados, 
como o LTB4). Dessa forma, um AINE ou qualquer anti-inflamatório que seja 
apenas bloqueador de COX não seria indicado. Quando a dexametasona se 
liga ao gene de resposta aos glucocorticóides no núcleo celular, ocorre redução 
da inflamação através de dois principais mecanismos. O primeiro é relacionado 
ao aumento da transcrição dos genes que codificam proteínas anti-
inflamatórias tais como lipocortina-1, ―proteína inibitória de leucócitos 
secretores‖ e antagonistas do receptor de interleucina-1 (IL-1). O segundo é 
relacionado à diminuição da transcrição de genes que codificam proteínas pró-
inflamatórias, tais como citocinas (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, IL-12, 
IL-13, TNF-α, etc), quimiocinas, enzimas inflamatórias (fosfolipase A2 
citoplasmática e óxido nítrico sintase), endotelina-1, receptores NK1 e NK2 e 
moléculas de adesão (ICAM-1) (CHU et al., 2014). 
Os valores de p dos testes de ANOVA e dos Testes t aplicados para 
verificar as diferenças entre o grupo controle e os grupos tratados com LPS e 
dexametasona é mostrado no Anexo IV, na forma de uma tabela. As avaliações 
estatísticas aplicadas mostram que houve diferenças significativas entre as 
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amostras controle e as amostras tratadas para todos os metabólitos 
analisados. 
 
3.3.4.1 Extratos de M. sylvestris 
 
As Figuras 20 a 25 mostram o efeito dos tratamentos sobre a liberação 
de prostanóides pelas células RAW 264.7 quando é utilizado, respectivamente, 
extrato bruto, fração hexano, fração clorofórmio, fração acetato de etila e fração 
remanescente de folhas e extrato de flores de M. sylvestris. 
 
FIGURA 20 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DO 
EXTRATO BRUTO DE M. sylvestris A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM CONJUNTO COM LPS, 
SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE CÉLULAS RAW 264.7 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 




FIGURA 21 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DA 
FRAÇÃO HEXANO DO EXTRATO DE M. sylvestris A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM 
CONJUNTO COM LPS, SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE 
CÉLULAS RAW 264.7 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 
quando comparado com o grupo que recebeu tratamento com LPS 
 
FIGURA 22 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DA 
FRAÇÃO CLOROFÓRMIO DO EXTRATO DE M. sylvestris A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM 
CONJUNTO COM LPS, SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE 
CÉLULAS RAW 264.7 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 




FIGURA 23 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DA 
FRAÇÃO ACETATO DE ETILA DO EXTRATO DE M. sylvestris A 10 μg/mL e 50 μg/mL 
EM CONJUNTO COM LPS, SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE 
CÉLULAS RAW 264.7 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 
quando comparado com o grupo que recebeu tratamento com LPS 
 
FIGURA 24 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DA 
FRAÇÃO REMANESCENTE DO EXTRATO DE M. sylvestris A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM 
CONJUNTO COM LPS, SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE CÉLULAS 
RAW 264.7 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 quando 




FIGURA 25 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DO 
EXTRATO DE FLORES DE M. sylvestris A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM CONJUNTO COM 
LPS, SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE CÉLULAS RAW 264.7. 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 
quando comparado com o grupo que recebeu tratamento com LPS 
 
 
Para avaliar as diferenças estatísticas entre as amostras que receberam 
tratamento com algum extrato de M. sylvestris associado ao LPS e as amostras 
que receberam somente LPS, é mostrada no Anexo V uma tabela com todos 
os valores de p dos testes de ANOVA e t obtidos em cada comparação. 
Para todos os prostanóides, em geral é percebida uma maior diferença 
quando o tratamento é realizado com 50 µg/mL. Porém, em alguns casos 
(como na avaliação da concentração de PGD2 em tratamento com fração 
hexano), praticamente não há diferenças quando o tratamento é realizado com 
10 µg/mL ou 50 µg/mL de extrato. 
A Tabela 9 mostra a variação percentual observada na concentração de 
cada prostanóide avaliado (comparadas com as amostras tratadas com LPS), 
considerando a adição de 10 µg/mL e 50 µg/mL de extrato bruto de folhas e 






TABELA 9 – VARIAÇÕES PERCENTUAIS NAS CONCENTRAÇÕES DE PGE2, PGD2 TXB2 E 
PGF2α NAS AMOSTRAS TRATADAS COM EXTRATOS DE M. sylvestris, EM 






 VARIAÇÃO NA CONCENTRAÇÃO DE 
PROSTANÓIDES (%) 




10 0,20 -8,59 3,80 -1,68 
50 -38,16 -44,45 -20,71 -16,71 
Hexano 
10 -13,21 -10,31 11,20 9,23 
50 -0,83 -7,98 -17,26 -39,60 
Clorofórmio 
10 -8,85 -14,39 -42,58 -19,17 
50 -27,77 -51,61 -39,75 -71,95 
Acetato de Etila 
10 -13,24 -17,84 4,10 3,09 
50 -32,32 -28,58 -23,64 -28,69 
Remanescente 
10 -13,09 -36,61 -2,98 -23,64 
50 -30,18 -56,42 -5,96 -54,41 
Flores 
10 -23,26 -51,85 -7,04 -24,23 
50 -50,85 -34,58 -12,99 -44,97 
FONTE: O autor, (2015) 
 
De maneira geral, observa-se uma relação dose-resposta para quase 
todos os tratamentos, no que tanje à diminuição dos prostanóides avaliados. 
Assim, salvo poucas exceções (fração hexano para PGE2 e PGD2, e extrato 
flores para PGD2), a concentração de 50 µg/mL de extrato mostra uma maior 
redução na concentração de prostanóides do que a de 10 µg/mL. 
Todas as frações de extrato mostraram, para algum prostanóide, taxas 
de redução superiores a 30%. Porém, considerando o tratamento com 50 
µg/mL, as maiores taxas de redução por prostanóide foram com o extrato flores 
para PGE2 (com redução de 50,85%), extrato remanescente para PGD2 (com 
redução de 56,42%), extrato clorofórmio para TXB2 e PGF2α (com reduções de 
39,75% e 71,95%, respectivamente). Ainda considerando apenas os 
tratamentos com 50 µg/mL e fazendo-se a média aritmética de taxas de 
redução dos quatro prostanóides, podem ser classificados por ordem 
decrescente a fração clorofórmio (-47,77%), fração remanescente (-36,74%), 
extrato de flores (-35,84%), extrato bruto (-30,00%), fração acetato de etila (-
28,30%) e fração hexano (-16,41%). 
Assim, considerando os extratos brutos, que são os mais usuais e fáceis 
de serem obtidos (pois independem de solventes orgânicos tais como hexano, 
acetato de etila e clorofórmio) e que se apresentam como principal produto de 
drogas vegetais preparadas por infusões, decocotos e macerados (o que 
caracteriza o uso tradicional, como recomenda a RDC N° 10, de 9 de março de 
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2010), o extrato das flores de M. sylvestris apresenta maior efetividde na 
redução dos mediadores prostanóides que o extrato das folhas. 
A importância que é dada às flores da M. sylvestris em produtos obtidos 
na Itália destinados ao preparo de infusos desta planta pode ser vista nos 
rótulos apresentados na Figura 26. As flores da planta sempre aparecem em 
destaque nas embalagens dos produtos, denotando que os benefícios oriundos 
do seu consumo são atrelados principalmente à presença destas flores. 
 
 
FIGURA 26 – RÓTULOS DE PRODUTOS DESTINADOS AO PREPARO DE INFUSOS, 
CONTENDO PARTES AÉREAS DE M. sylvestris 
NOTA: Rótulos de produtos adquiridos pelo Autor, na Itália, em 2012 
 
De modo geral, como podem ser observados na Figura 27-A, estes 
produtos italianos são compostos por uma mistura de flores e folhas trituradas. 
De forma geral, as flores secas apresentam-se com a coloração roxa, ainda 
que algumas marcas apresentem flores de cor vermelha. Adicionalmente, 
dependendo da marca, o volume de flores pode aproximar-se de 50% do total 
do material vegetal destinado ao preparo do infuso. Por outro lado, como pode 
visto na Figura 27-B, produtos contendo partes aéreas de M. sylvestris 
destinados ao preparo de infuso obtidos no mercado brasileiro são compostos 
exclusivamente por folhas da planta. O Capítulo 2 desta Tese relata a 
aquisição de 60 amostras comerciais de ―Malvas‖, obtidas no mercado 
brasileiro. Apesar de todos os produtos que foram classificados como M. 
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sylvestris terem sido avaliados morfoanatomicamente, nenhum deles continha 
flores desta espécie (vide Capítulo 2 desta tese). 
 
 
FIGURA 27 – (A) PRODUTO DE ORIGEM ITALIANA, CONTENDO MISTURA DE FOLHAS E 
FLORES DE M. sylvestris DESTINADO AO PREPARO DE INFUSOS; (B) 
FOLHAS DE M. sylvestris OBTIDAS NO BRASIL, DESTINADO AO PREPARO 
DE INFUSOS. 
FONTE: O autor, (2013) 
 
Dessa forma, os infusos preparados com produtos obtidos no Brasil ou 
na Itália apresentam colorações bastante distintas, o que pode ser visualizado 
na Figura 28. Produtos que contém flores dão origem a um infuso com 
coloração avermelhada, dada a presença de compostos da família das 
malvidinas, que tipicamente apresentam coloração avermelhada quando em 
solução aquosa levemente ácida. 
 
FIGURA 28 – INFUSOS PREPARADOS COM PARTES AÉREAS DE M. sylvestris. (A) ÁGUA 
DESTILADA, PARA COMPARAÇÃO; (B) INFUSO PREPARADO COM FOLHAS 
(C) INFUSO PREPARADO COM MISTURA DE FOLHAS E FLORES  
NOTA: A Figura (B) mostra o infuso filtrado de folhas de M. sylvestris, pois o produto que deu 
origem a este infuso não foi fornecido na forma de sachê. A Figura (C) mostra um infuso obtido 
pela manutenção do sachê durante 5 minutos em contato com água a 100°C, como recomenda 
a instrução de preparo na embalagem do produto 
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Assim, ao contrário do Brasil, onde a M. sylvestris disponível 
comercialmente é encontrada na maior parte das vezes na forma de folhas, na 
Itália o uso de produtos derivados desta espécie com a presença de flores é 
muito reconhecido e estimulado. O conhecimento etnobotânico se insere neste 
contexto, onde diversos autores relatam o uso de flores desta espécie (em 
conjunto ou não com folhas) para o alívio dos sintomas de inflamações de 
garganta, dores de dente, bronquites e até mesmo como diuréticas e laxativas, 
especialmente para crianças (LEPORATTI, CORRADI, 2001; SCHERRER et 
al., 2005; De NATALE, POLLIO, 2007). 
 
3.3.4.2 Extratos de S. cordifolia 
 
As Figuras 29 a 33 mostram o efeito dos tratamentos sobre a liberação 
de prostanóides pelas células RAW 264.7 quando é utilizado, respectivamente, 
extrato bruto, fração hexano, fração clorofórmio, fração acetato de etila e fração 
remanescente de folhas de S. cordifolia. 
 
 
FIGURA 29 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DO 
EXTRATO BRUTO DE S. cordifolia A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM CONJUNTO COM LPS, 
SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE CÉLULAS RAW 264.7. 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 




FIGURA 30 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DA 
FRAÇÃO HEXANO DO EXTRATO DE S. cordifolia A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM 
CONJUNTO COM LPS, SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE 
CÉLULAS RAW 264.7 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 
quando comparado com o grupo que recebeu tratamento com LPS 
 
FIGURA 31 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DA 
FRAÇÃO CLOROFÓRMIO DO EXTRATO DE S. cordifolia A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM 
CONJUNTO COM LPS, SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE 
CÉLULAS RAW 264.7 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 




FIGURA 32 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DA 
FRAÇÃO ACETATO DE ETILA DO EXTRATO DE S. cordifolia A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM 
CONJUNTO COM LPS, SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE 
CÉLULAS RAW 264.7 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 
quando comparado com o grupo que recebeu tratamento com LPS 
 
FIGURA 33 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DA 
FRAÇÃO REMANESCENTE DO EXTRATO DE S. cordifolia A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM 
CONJUNTO COM LPS, SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE 
CÉLULAS RAW 264.7. 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 
quando comparado com o grupo que recebeu tratamento com LPS 
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As diferenças estatísticas (em termos de valores de p dos testes de 
ANOVA e testes t) entre as amostras que receberam tratamento com algum 
extrato de S. cordifolia associado ao LPS e as amostras que receberam 
somente LPS, são mostradas na forma de uma tabela no Anexo VI. 
Analogamente ao que ocorreu com os tratamentos com extratos de M. 
sylvestris, os tratamentos com extratos de S. cordifolia apresentam, de maneira 
geral, maior diferença quando é aplicada a concentração de 50 µg/mL. Os 
valores de p dos Testes t mostram que, quando é utilizado tratamento com 
frações hexano e clorofórmio, não há diferença na quantificação tanto de PGE2 
quanto de PGD2. 
A Tabela 10 mostra a variação percentual observada na concentração 
de cada prostanóide avaliado (comparadas com as amotras tratadas com LPS), 
considerando a adição de 10 µg/mL e 50 µg/mL de extrato bruto de folhas e 
frações de extratos de folhas de S. cordifolia. 
 
TABELA 10 – VARIAÇÕES PERCENTUAIS NAS CONCENTRAÇÕES DE PGE2, PGD2 TXB2 E 
PGF2α NAS AMOSTRAS TRATADAS COM EXTRATOS DE S. cordifolia, EM 







VARIAÇÃO NA CONCENTRAÇÃO DE 
PROSTANÓIDES (%) 





10 -43,22 -71,46 16,45 -20,44 
50 -52,46 -81,34 -6,48 -49,78 
Hexano 
10 -1,36 -3,46 -8,04 -44,35 
50 -7,77 -9,19 41,45 -45,05 
Clorofórmio 
10 -2,13 -13,05 13,06 -5,84 
50 6,52 -7,22 -43,04 -25,63 
Acetato de etila 
10 -5,51 -25,80 12,81 -4,79 
50 -40,50 -47,49 -28,09 -72,17 
Remanescente 
10 -38,34 -46,69 -83,18 -32,60 
50 -69,08 -73,18 -81,87 -44,25 
FONTE: O autor, (2015) 
 
 
Nos tratamentos com extratos de S. cordifolia, de modo geral também se 
observa uma relação dose-resposta quando são considerados os tratamentos 
com 10 µg/mL e 50 µg/mL, sendo que a concentração maior causa uma maior 
supressão na liberação de todos os mediadores inflamatórios. Algumas 
exceções a esta tendência são as concentrações de TXB2 quando são 
aplicadas frações hexano e remanescente, e as concentrações de PGE2 e 
PGD2 quando é considerado o tratamento com fração clorofórmio.  Analisando 
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apenas os tratamentos com concentração de 50 µg/mL, observa-se uma 
redução de prostanóides sempre superior a 6%, podendo chegar a taxas 
superiores a 81% (extrato bruto e fração remanescente, para PGD2 e TXB2, 
respectivamente). Reduções bastante significativas também são observadas 
em tratamentos com extrato bruto (-52,46% para PGE2 e -49,78% para PGF2α), 
fração hexano (-45,05% para PGF2α), fração acetato de etila (-47,49% para 
PGD2) e fração remanescente (-69,08% para PGE2, -73,18% para PGD2). 
Salvo com tratamentos utilizando fração remanescente, o TXB2 
apresentou em alguma contração de todos os demais tratamentos um aumento 
na concentração de prostanóides. Este aumento chegou a 41,45% quando foi 
utilizada a fração hexano na concentração 50 µg/mL. Ainda que não seja uma 
relação dose-reposta dependente (pois dependendo da fração o aumento 
ocorre com o tratamento a 10 µg/mL ou a 50 µg/mL), é possível que haja 
alguma substância nestes extratos que estimule a enzima tromboxano sintase, 
que em conjunto com a COX, é responsável pela produção de tromboxanos, 
especificamente (CATHCART et al., 2014). 
Classificando-se em função da média aritmética das taxas de redução 
dos quatro prostanóides, observa-se como mais efetivas (em ordem 
decrescente) a fração remanescente (-67,09%) seguida do extrato bruto (-
47,51%), fração acetato de etila (-47,06%), fração clorofórmio (-17,34%) e 
fração hexano (-5,14%). 
 
3.3.4.3 Extratos de P. graveolens 
 
As Figuras 34 a 38 mostram o efeito dos tratamentos sobre a liberação 
de prostanóides pelas células RAW 264.7 quando é utilizado, respectivamente, 
extrato bruto, fração hexano, fração clorofórmio, fração acetato de etila e fração 









FIGURA 34 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DO 
EXTRATO BRUTO DE P. graveolens A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM CONJUNTO COM LPS, 
SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE CÉLULAS RAW 264.7. 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 
quando comparado com o grupo que recebeu tratamento com LPS 
 
FIGURA 35 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DA 
FRAÇÃO HEXANO DO EXTRATO DE P. graveolens A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM 
CONJUNTO COM LPS, SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE 
CÉLULAS RAW 264.7. 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle.#p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 




FIGURA 36 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DA 
FRAÇÃO CLOROFÓRMIO DO EXTRATO DE P. graveolens A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM 
CONJUNTO COM LPS, SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE 
CÉLULAS RAW 264.7. 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle.#p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 
quando comparado com o grupo que recebeu tratamento com LPS 
 
FIGURA 37 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DA 
FRAÇÃO ACETATO DE ETILA DO EXTRATO DE P. graveolens A 10 μg/mL e 50 μg/mL 
EM CONJUNTO COM LPS, SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE 
CÉLULAS RAW 264.7. 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 




FIGURA 38 – EFEITO DA DEXAMETASONA (ISOLADA E EM CONJUNTO COM LPS), DO LPS E DA 
FRAÇÃO REMANESCENTE DO EXTRATO DE P. graveolens A 10 μg/mL e 50 μg/mL EM 
CONJUNTO COM LPS, SOBRE A LIBERAÇÃO DE PGE2, PGD2, TXB2 E PGF2α DE 
CÉLULAS RAW 264.7. 
NOTA: As barras representam a razão entre a concentração de prostanóides liberados nos grupos que 
receberam tratamento e no grupo controle. #p<0,05 quando comparado com o grupo controle; *p<0,05 
quando comparado com o grupo que recebeu tratamento com LPS 
 
Para avaliar as diferenças estatísticas entre as amostras que receberam 
tratamento com algum extrato de P. graveolens associado ao LPS e as 
amostras que receberam somente LPS, são mostrados na forma de uma tabela 
no Anexo VII os valores de p dos testes de ANOVA e t obtidos em cada 
comparação. 
Com excessão das frações hexano e clorofórmio, com cujo tratamento 
foi verificada diferença significativa apenas na concentração de PGD2 e TXB2, 
respectivamente, todos os outros tratamentos causaram diminuições (ainda 
que menores que com as outras duas espécies) significativas. Assim como 
ocorreu com as outras plantas, na maior parte dos casos a tendência de 
maiores diferenças com a aplicação de extratos na concentração de 50 µg/mL 
se manteve. 
A Tabela 11 mostra a variação percentual observada na concentração 
de cada prostanóide avaliado (comparadas com as amotras tratadas com LPS), 
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considerando a adição de 10 µg/mL e 50 µg/mL de extrato bruto de folhas e 
frações de extratos de folhas de P. graveolens. 
 
TABELA 11 – VARIAÇÕES PERCENTUAIS NAS CONCENTRAÇÕES DE PGE2, PGD2 TXB2 E 
PGF2α NAS AMOSTRAS TRATADAS COM EXTRATOS DE P. graveolens, EM 







VARIAÇÃO NA CONCENTRAÇÃO DE 
PROSTANÓIDES (%) 




10 -12,59 -13,21 -16,78 -16,21 
50 -26,49 -42,35 -26,83 -20,28 
Hexano 
10 4,25 -25,85 -8,02 -5,05 
50 -4,72 -19,36 -9,70 -0,49 
Clorofórmio 
10 -5,39 -14,36 -10,27 4,81 
50 -13,26 0,40 -51,18 -14,58 
Acetato de etila 
10 -11,87 -15,20 -7,54 -2,32 
50 -31,00 -44,41 -41,75 -23,98 
Remanescente 
10 -15,09 -29,34 -32,57 -17,79 
50 -36,36 -61,64 -17,12 -45,23 
FONTE: O autor, (2015) 
 
 
Para o P. graveolens, para quase todos os tratamentos se observa uma 
relação dose-resposta considerando as concentrações de 10 µg/mL e 50 
µg/mL. Os casos em que as quedas nas concentrações de prostanóides não 
seguem esta tendência são a fração hexano (concentrações de PGD2 e 
PGF2α), a fração clorofórmio (concentrações de PGD2) e fração acetato de etila 
e remanescente (concentrações de TXB2). Alguns tratamentos utilizando-se a 
concentração de 10 µg/mL mostraram resultados expressivos, tais como as 
reduções em 25,85% na concentração de PGD2 com a fração hexano e as 
reduções em 29,34% e 32,57% nas concentrações de PGD2 e TXB2, 
respectivamente, com a aplicação da fração remanscente. 
Considerando-se os tratamentos com concentração de 50 µg/mL, foram 
obtidas taxas de reduções da ordem de 60%, como é o caso da variação na 
concentração de PGD2 utilizando extrato remanescente. Reduções bastante 
significativas também são observadas em tratamentos com extrato bruto 
(redução de 42,35% para PGD2), fração clorofórmio (redução de 51,18% para 
TXB2) e fração acetato de etila (reduções de 44,41% e 41,75% para PGD2 e 
TXB2, respectivamente). 
 Considerando as médias aritméticas das variações nas taxas dos quatro 
prostanóides, a seguinte classificação foi obtida, em ordem decrescente das 
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taxas de redução: fração remanescente (-40,08%), fração acetato de etila (-
35,28%), extrato bruto (-28,98%), fração clorofórmio (-19,65%) e fração hexano 
(-8,56%). 
 
3.3.5 Atividade anti-inflamatória das ―Malvas‖ e a importância dos mediadores 
prostanóides 
 
De maneira geral, os extratos e as frações das três espécies de ―Malvas‖ 
utilizadas neste trabalho apresentaram pontos em comum, no que tanje as 
variações nas concentrações dos quatro prostanóides avaliados. Para as três 
espécies, na maior parte dos tratamentos verificaram-se relações dose-
resposta quando são comparados os tratamentos com 10 µg/mL e 50 µg/mL. 
Neste sentido, os tratamentos com a concentração maior forneceram as 
maiores taxas de reduções. Adicionalmente, a fração remanescente dos 
extratos das três espécies mostrou grande importância nas taxas de redução 
médias dos quatro prostanóides avaliados. Para a M. sylvestris (-36,74%), S. 
cordifolia (-67,09%) e P. graveolens (-40,08%), as taxas de redução causadas 
pela fração remanescente foram maiores que as proporcionadas pelos 
respectivos extratos brutos. Como esta fração de extrato apresenta os 
compostos mais hidrofílicos presentes nos extratos vegetais, é possível que 
estes compostos, em maior concentração na fração remanescente, sejam os 
principais responsáveis pela redução na liberação dos prostanóides pelas 
células. Diversos autores relacionam atividade anti-inflamatória e anti-oxidante 
com a presença de compostos hidrossolúveis em extratos de plantas, tais 
como flavonóides (ABDALLAH et al., 2015) e antocianidinas (CARVALHO et 
al., 2015), taninos (BUENO et al., 2014) e alcalóides (ZHANG et al., 2015). 
Outro ponto em comum entre os extratos das três espécies foi o fato de a 
fração hexano apresentar os menores índices de redução média de 
prostanóides. A M. sylvestris foi a espécie cuja fração hexano apresentou a 
maior taxa de redução, a qual foi de aproximadamente 16%, e as outras duas 
espécies apresentaram taxas de redução inferiores a 10%. Dependendo do 
prostanóide analisado, não houve sequer diferenças estatísticas significativas 
entre as amostras tratadas e as amostras controle (vide Tabelas dos Anexos V, 
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VI e VII). Estes baixos índices de redução, comparados às outras frações dos 
extratos, pode ser explicada pela maior hidrofobicidade dos compostos 
presentes e consequente baixa solubilidade que apresentam no ambiente 
aquoso representado pelo meio de cultivo celular onde os ensaios foram 
realizados. Porém, apesar do baixo desempenho da fração hexano nos ensaios 
realizados neste trabalho, alguns autores obtiveram sucesso em avaliações de 
atividade anti-inflamatória com este tipo de extrato, avaliando outras espécies 
de plantas medicinais (CARRETERO et. al., 2008; ANYASOR et al., 2014). 
É importante salientar que, em nenhum tratamento utilizando tanto a 
concentração de 10 µg/mL quanto a de 50 µg/mL, a viabilidade e proliferação 
celular mostraram diferenças significativas em relação ao conjunto de amostras 
controle (vide item 3.3.3.1). Isso se torna importante na medida em que é 
possível inferir que diminuições nas taxas dos prostanóides não são advindas 
de reduções no número de células viáveis (ou de aumento de morte celular), e 
tampouco que o aumento na taxa dos prostanóides não é relacionado ao 
aumento no número de células por estímulo à proliferação. Dessa forma, as 
variações nas concentrações dos prostanóides que foram observadas neste 
trabalho podem ser relacionadas com a influência que compostos presentes 
nos extratos e nas frações possuem sobre a cascata de reações que levam à 
produção dos prostanóides pelas células. 
Comparando-se as variações nas taxas médias de liberação dos quatro 
prostanóides, utilizando tratamentos com extratos brutos na concentração de 
50 µg/mL, o extrato de S. cordifolia mostrou-se com maior capacidade de 
redução, com a queda média de 47,51%. Em segundo lugar, o extrato de flores 
de M. sylvestris aparece com redução de 35,84%, seguido do extrato de folhas 
da mesma espécie, com redução de 30,00%. Finalmente, o extrato de P. 
graveolens aparece com taxas médias de redução de 28,98%. Dessa forma, 
dentre as espécies de ―malvas‖ avaliadas neste trabalho, apesar de a M. 
sylvestris (que não é nativa do Brasil) ser a única que apresenta uma 
monografia na Farmacopéia Brasileira e ser a ―malva‖ recomendada pela RDC 
N° 10, de 9 de março de 2010, esta apresenta uma capacidade inferior em 
reduzir a concentração de prostanóides, quando comparada com a S. 
cordifolia. Dessa forma, dado que a ―malva-branca‖ é uma espécie facilmente 
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encontrada em diversos estados brasileiros, é importante que mais estudos 
acerca do seu potencial anti-inflamatório sejam realizados. 
Macrófagos RAW 264.7 são considerados um modelo apropriado para 
mimetizar processos inflamatórios in vitro, pois possuem um importante papel 
na liberação de prostanóides e são células-chave na resolução de processos 
inflamatórios locais (BODET et al., 2008; GAO et al., 2009). Estas células, 
quando estimuladas pelo LPS (uma endotoxina derivada da membrana celular 
de bactérias gram-negativas) através da ligação em receptores do tipo Toll-like 
4 (TLR4), ativam diversas vias de sinalização, das quais a mais importante é a 
NFKB (Nuclear Factor kappa β), que quando é translocada para o núcleo, 
promove a transcrição de diversos genes que participam de processos 
patofisiológicos (RAETZ; WHITFIELD, 2002). Estes genes, por exemplo, 
induzem a produção de prostanóides pró-inflamatórios acima dos níveis 
homeostáticos, desencadeando um processo inflamatório. 
Entre estes prostanóides, merecem destaque no desenvolvimento e 
resolução da inflamação a PGE2, a PGD2, o TXB2 e a PGF2α. Os efeitos 
farmacológicos destes prostanóides são mais numerosos e diversos que de 
quaisquer outros produtos do metabolismo do ácido araquidônico. Eles 
possuem um papel significativo em virtualmente todos os sistemas do 
organismo. Contudo, de acordo com o local de ação e em função de diversas 
condições fisiológicas, funções e efeitos conflitantes são muitas vezes 
percebidos. Exemplo desta condição pode ser visto com a PGD2, que 
sistemicamente, causa tanto vasodilatação como vasoconstrição. Assim, não 
obstante a forte evidência de que as prostaglandinas são "pró-inflamatórias", é 
importante considerar as suas atividades ―anti-inflamatórias‖ através dos mais 
variados mecanismos imunogênicos (MILLER, 2006). 
É bem aceito e estabelecido que as prostaglandinas são capazes de 
provocar e induzir os sinais cardinais da inflamação calor, rubor, dor, edema e 
perda de função tecidual. A vasodilação, em conjunto com o aumento da 
permeabilidade vascular e a febre, é responsável por estas consequencias da 
inflamação. Tanto PGE2 quanto PGD2 contribuem para a ocorrrência destes 
eventos (MILLER, 2006). A despeito de todas as funções fisiológicas onde a 
presença de PGE2 é importante (proteção da mucosa gástrica, formação e 
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reabsorção de tecido ósseo, aumento de excreção de sais e água, participação 
intensa no sistema reprodutivo masculino e feminino), ela é uma das principais 
moléculas relacionadas à febre e a hiperalgesia (MILLER, 2006). Além disso, é 
bem estabelecida a relação entre o aumento de PGE2 e a diminuição da 
efetividade da resposta imune (NAGAI, 2008). Existem também consideráveis 
evidências do envolvimento da PGD2 na regulação de diversos processos 
fisiológicos e patofisiológicos, tais como indução do sono, agregação 
plaquetária, relaxamento do músculo liso e liberação de hormônios (GAO et al., 
2009). A PGD2 possui importância central na inflamação mediada por 
processos alérgicos, bem como a quimioatração de eosinófilos. 
Adicionalmente, causa o aumento de citocinas e quimiocinas relacionadas à 
atração de linfócitos T (NAGAI, 2008). Apesar de não ser ainda muito clara a 
relação entre a presença de PGD2 e o desenvolvimento de febre, há relatos de 
que a diminuição de PGD2 periférica previne o desenvolvimento de febre 
induzida por LPS (GAO et al., 2009). O TXA2, produto da ação da enzima 
tromboxano sintase sobre o precursor comum produzido pela COX, tem um 
tempo de meia-vida muito curto (aproximadamente 20 segundos), sendo 
transformado em TXB2, o qual é biologicamente inativo (MILLER, 2006). O 
tromboxano é primariamente produzido pelas plaquetas, possuindo uma 
potente ação vasoconstritora e de indução da agregação plaquetária. Dessa 
forma, apresenta papel central na hemostase (MILLER, 2006). Além disso, 
apresenta potente ação como relaxante de músculo liso (NAGAI, 2008). O 
tromboxano não é uma prostaglandina, porém é um dos mais importantes 
derivados eicosanóides da COX. Muitas evidências sugerem um importante 
papel do tromboxano no desenvolvimento de inflamações alérgicas, 
principalmente causando uma potente broncoconstrição in vivo e in vitro. A 
presença de tromboxanos também é associada a inflamações de pele 
(dermatites) e das vias aéreas (NAGAI, 2008). Outra forte relação entre a 
presença de tromboxano e o desenvolvimento e resolução de processos 
inflamatórios é a sua atuação como promotor do recrutamento de macrófagos 
para reparo de lesões hepáticas (MINAMINO et al., 2012). Em conjunto com a 
PGE2, PGD2 e PGI2, a PGF2α representa uma das principais e mais importantes 
prostaglandinas (MILLER, 2006). Fisiologicamente, atua como indutor de 
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contração de músculo liso, diminuidor de pressão intra-ocular (NAGAI, 2008), e 
principalmente no sistema reprodutor feminino, sendo importante durante o 
trabalho de parto, menstruação, fertilização e ovulação (MILLER, 2006). Em 
relação ao processo inflamatório, é utilizada como marcador do estresse 
oxidativo que leva ao desenvolvimento de diversas doenças (ERVE et al.; 
2015), além de ser um potente vasoconstritor de veias e artérias pulmares 
(MILLER, 2006). Além disso, sua secreção é desencadeada pelo influxo de 
neutrófilos polimorfonucleares no útero, leucócitos estes que são advindos de 
processos inflamatórios e infecciosos (PENROD et al., 2013). 
Os prostanóides avaliados neste trabalho apresentam um importante 
papel no desenvolvimento de inflamações. Dessa forma, a redução na 
concentração destes mediadores observada em cultivos de células RAW 264.7 
tratadas com extratos de ―malvas‖ pode favorecer a resolução de processos 
inflamatórios. Dado que existe um precursor comum que origina tanto as 
prostaglandinas quanto o tromboxano, é possível que os extratos de ―malvas‖ 
bloqueiem um ou mais dos caminhos que o LPS utiliza para aumentar a 
expressão destes mediadores. Assim, apesar de as taxas de redução dos 
mediadores observadas neste trabalho terem sido consideradas positivas, 
outros estudos complementares devem ser realizados para determinar quais os 


















O método desenvolvido por CLAE-EM/EM mostrou ser adequado para a 
análise de PGE2, PGD2, PGF2α, 6-ceto-PGF1α e TXB2 extraídos de meio de 
cultivo celular. A coluna cromatográfica utilizada é bastante comum em 
laboratórios analíticos (C-18, de 4,6x50 mm, com 1,8 μm de tamanho de 
partícula), e o método apresentou a separação adequada entre os analitos que 
foram monitorados utilizando a mesma transição (resolução de 1,44), com um 
tempo de corrida de 4 minutos e consumindo pequeno volume de solvente 
orgânico. Apesar de o LTB4 apresentar problemas com relação à linearidade e 
a estabilidade, os outros analitos apresentaram seletividade, efeitos residuais e 
de matriz, linearidade, precisão, exatidão e estabilidade aceitáveis de acordo 
com a RDC ANVISA N. 27, de 17 de maio de 2012. 
Nenhum dos extratos brutos ou frações das três espécies de ―Malvas‖ 
avaliadas, nas condições experimentais utilizadas neste trabalho, foram 
capazes de estimular a proliferação das células RAW 264.7. Porém, estes 
extratos brutos ou frações, em concentrações acima de 100 μg/mL, mostraram 
toxicidade e causaram diminuições significativas na contagem de células 
viáveis. Assim, as concentrações utilizadas nos tratamentos foram de 10 μg/mL 
e 50 μg/mL de extratos de planta. Dos mediadores inflamatórios pesquisados, 
foi possível a quantificação da PGE2, PGD2, PGF2α e do TXB2. A 6-ceto-PGF1α 
foi detectada em concentrações inferiores ao limite de quantificação obtido 
durante a validação do método. Tanto o LPS (utilizado como indutor da 
liberação de mediadores) quanto a dexametasona (utilizada como anti-
inflamatório de referência, inibidor da liberação de mediadores) funcionaram 
adequadamente, aumentando em no mínimo 263% e reduzindo no mínimo em 
86% a taxa de mediadores liberados,respectivamente. 
De maneira geral, houve relação dose-resposta no que tanje a 
diminuição da liberação de mediadores inflamatórios liberados (comparados às 
amostras que receberam somente LPS), quando as células receberam 
tratamento om 10 μg/mL e 50 μg/mL. Nas três espécies, os melhores 
resultados foram obtidos com extratos brutos e com a fração remanescente. 
Comparando-se as diminuições nas taxas médias de liberação dos quatro 
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mediadores avaliados, e considerando apenas os tratamentos com extratos 
brutos na concentração de 50 μg/mL, o extrato de S. cordifolia mostrou os 
melhores resultados, diminuindo em aproximadamente 47% a liberação de 
mediadores. Em segundo lugar, o extrato de flores de M. sylvestris apresentou 
uma média de redução de 35%, seguido do extrato de folhas desta mesma 
espécie, cuja redução foi de 30%. O extrato de P. graveolens mostrou taxas de 
redução em torno de 29%. 
Dessa forma, apesar de a M. sylvestris ser a única ―malva‖ que possui 
uma monografia na Farmacopéia Brasileira e seu uso ser recomendado pela 
RDC ANVISA N. 10, de 9 de março de 2010 (mesmo não sendo nativa do 
Brasil), a espécie que apresentou os melhores resultados em relação à 
diminuição dos mediadores inflamatórios foi a S. cordifolia (―malva-branca‖), 
que é facilmente encontrada em diversos estados brasileiros. Apesar das taxas 
de redução de mediadores poderem ser correlacionadas com a capacidade 
anti-inflamatória das espécies, estudos complementares devem ser realizados 
para determinar os mecanismos específicos que cada espécie utiliza para 





















































 Capítulo 2 
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4.1 O USO DA QUIMIOMETRIA PARA CLASSIFICAÇÃO DAS ―MALVAS‖ 
 
 
A M. sylvestris é uma planta tradicionalmente utilizada contra infecções 
de boca e garganta (LOI et al., 2004). Embora não seja nativa, o uso desta 
planta (conhecida como ―malva‖) no Brasil é estimulado por políticas 
governamentais, que incentivam o seu plantio, propaganda, comercialização e 
consumo (BRASIL, 2012). Além disso, os parâmetros de qualidade macro e 
microscópicos da ―malva‖ estão descritos na Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 
2000).  
De acordo com a nomenclatura popular, aproximadamente 21 plantas 
podem ser identificadas no Brasil através do uso da palavra ―malva‖ em seus 
nomes. Destacam-se entre estas a M. sylvestris, a S. cordifolia (―malva-
branca‖) e o P. graveolens (―malva-cheirosa‖), todas alegando possuir 
propriedades anti-inflamatórias. Dessa forma, em função da similaridade dos 
nomes e do desconhecimento sobre características morfológicas de plantas 
medicinais, pacientes podem adquirir outras plantas conhecidas como ―malva‖ 
que não a oficialmente recomendada M. sylvestris, não obtendo os efeitos 
terapêuticos desejados e podendo inclusive levar à piora do seu quadro clínico. 
Adicionalmente, estas plantas medicinais são geralmente comercializadas na 
forma de folhas secas rasuradas ou em pó, que complicam a avaliação morfo-
anatômica e a distinção entre espécies.  
 Apesar das dificuldades inerentes à imprecisão e ao fato de ser uma 
análise subjetiva, a correta identificação macro e microscopica do material 
vegetal cru é um dos primeiros passos na avaliação do controle de qualidade 
de plantas medicinais. Juntamente com propriedades físicas e fisico-químicas 
da planta, estas deveriam ser suficientes para diferenciação entre espécies 
relacionadas e/ou potenciais adulterantes (MAREE; VILJOEN, 2011). Embora a 
Farmacopéia Brasileira descreva um método por cromatografia em camada 
delgada para identificação de M. sylvestris, o marcador fitoquímico utilizado 
(malvidina 3-O-glucosídeo) se apresenta em baixa concentração nas folhas, 
tornando difícil a sua detecção através de uma técnica pouco sensível. Além 
disso, a análise é destrutiva, demorada e requer o uso de solventes orgânicos 
na composição da fase móvel (BRASIL, 2000). 
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Como alternativa no auxílio à correta identificação de plantas mediciais, 
podem ser utilizadas técnicas espectroscópicas tais como o infravermelho (FT-
IR) que é rápido, simples, não-destrutivo e isento do uso de solventes, técnicas 
espectrométricas como a espectrometria de massas (ESI-MS), que fornece 
uma rápida caracterização de misturas complexas (MAREE; VILJOEN, 2011; 
RODRIGUES et al., 2007). Métodos baseados em espectros de FT-IR tem sido 
utilizados com sucesso na classificação de plantas medicinais baseada em 
diferenças de composição química de folhas (WU et al., 2010), e métodos por 
ESI-MS possuem recente aplicação em rápidas determinações semi-
quantitativas de metabólitos específicos em plantas medicinais (GOODACREet 
al., 2003). A complexidade de interpretação dos espectros obtidos por ambas 
as técnicas requer o uso de procedimentos quimiométricos para extrair e 
interpretar os dados corretamente. Neste sentido, o pré-processamento dos 
dados permite por exemplo aumentar a resolução e remover efeitos de linha de 
base dos espectros, facilitando ou tornando possível a separação de diferentes 
amostras de espectros de alta complexidade em grupamentos com padrões 
similares. 
Dessa forma, o objetivo deste capítulo foi utilizar perfis metabólicos 
espectrais para caracterizar amostras comerciais de ―malva‖ e distinguir M. 
sylvestris de S. cordifolia e P. graveolens, utilizando espectroscopia no IV e 
espectrometria de massas, aliada a técnicas quimiométricas de 
reconhecimento de padrões por método dos mínimos quadrados parciais para 
análise discriminante (PLS-DA). O resultado do modelo quimiométrico 
desenvolvido foi comparado com a análise macro e microscópica morfo-
anatômica de todas as amostras, de acordo com padrões devidamente 










4.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.2.1 Coleta de material vegetal e obtenção de amostras comerciais 
 
As três espécies utilizadas neste estudo foram coletadas em diferentes 
regiões do Brasil. O material foi depositado no Museu Botânico de Curitiba, 
para comprovar a correta identificação das espécies. Estas amostras coletadas 
foram utilizadas como padrão de referência para estudos morfológicos e 
anatômicos por microscopia, para confirmação e identificação de todas as 
amostras comerciais. M. sylvestris (exsicata número MBM384458) foi coletada 
em fevereiro de 2013 em Ponta Grossa – Paraná (25°05'01.24"S; 50°12'10.84" 
W); S. cordifolia (exsicata número MBM388190) foi coletada em agosto de 
2013 em Dourados – Mato Grosso do Sul (22°12'04.12"S; 54°54'34.26"W) e P. 
graveolens (exsicata número MBM381610) foi coletado em Curitiba – Paraná 
(25°18'45.87 "S, 49°0 '29.4804" W) em Abril de 2013. 
 Amostras comerciais de folhas de ―Malvas‖ envolvidas no estudo (n = 
60), foram adquiridas em mercados ou ervanários de diversas regiões do 
Brasil, tanto na forma industrializada quando a granel. Estas amostras estavam 
originalmente rotuladas como: M. sylvestris ou ―malva‖ (n = 49); S. cordifolia ou 
―malva-branca‖ (n = 7) e P. graveolens ou ―malva-cheirosa‖ (n = 4). Em todos 
os casos, as amostras comerciais foram obtidas de diferentes fornecedores 
(entre 2012 e 2013), e estavam dentro do prazo de validade. Até o momento do 
uso, todas as amostras foram mantidas em ambiente com temperatura (20,0 ± 
0,2ºC) e umidade (45-55%) controlados, e não foi realizado nenhum 
procedimento adicional, a fim de evitar modificações nas características 
originais e composição química das folhas. 
 
4.2.2 Preparo das amostras comerciais para análise por infravermelho e 
obtenção de espectros 
 
Para a análise pelo método de infravermelho (FT-MIR) utilizando a 
técnica da reflectância atenuada (ATR), folhas inteiras ou fragmentos de folhas 
de tamanho superior a 1 cm2 foram diretamente analisadas pelo aparelho, 
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utilizando módulo específico composto pelo cristal diamante para análises por 
ATR. O espectro FT-MIR foi adquirido entre 4000-400 cm-1 em um 
espectrômetro Alpha-P da Bruker (Bruker OPTIK GmbH, Ettlingen, Alemanha), 
controlado pelo software OPUS (versão 6.5). O material vegetal foi posicionado 
com a superfície adaxial no cristal diamante horizontal e os espectros foram 
obtidos no modo absorvância. Foi registrado o espectro médio de três 
diferentes regiões da folha (escolhidos aleatoriamente) ou de três diferentes 
fragmentos (quando as folhas eram pequenas). A plataforma de amostragem 
do equipamento foi limpa com álcool isopropílico entre as análises de cada 
amostra. Um total de 64 scans foram obtidos para cada amostra, com 
resolução de 4 cm-1, acumulando um total de 2559 pontos de dados. Todas as 
análises foram realizadas a temperatura (20,0 ± 0.2ºC) e umidade (45-55%) 
controladas. Um espectro branco foi obtido antes da análise de cada amostra. 
 
4.2.3 Preparo das amostras comerciais para análise por espectrometria de 
massas e obtenção de espectros 
As amostras comerciais trituradas em um mixer e tamisadas (tamis de 
tamanho de poro de 1,19 mm) foram utilizadas para o preparo de extratos. 
Para isso, 500 mg foram pesados e misturados com 20 mL de metanol 70%, 
acidificado com ácido fórmico (0,5% v/v). Esta mistura foi sonicada por 90 
minutos (com troca da água do banho a cada 20 minutos para evitar 
aquecimento). Em seguida, as amostras foram filtradas em papel para 
separação da parte sólida, e o extrato foi então filtrado em membrana de PTFE 
de 0,22 µm de poro (Millipore®). Os extratos filtrados foram diluídos 20 vezes 
em metanol, e então estas soluções foram utilizadas nas análises de DIMS 
(infusão direta em espectrômetro de massas). Os experimentos foram 
conduzidos em um espectrômetro de massas do tipo triplo quadrupolo (Applied 
Biosystems modelo API 3200) equipado com uma bomba seringa (Harvard 
Apparatus, modelo Harvard 22 Dual) e uma fonte de ionização por eletrospray 
(ESI). A fonte foi operada no modo positivo, mantendo a posição do capilar em 
10 mm na vertical e 5 mm na horizontal. A bomba seringa operou em 
velocidade de 10 µL/min. Os parâmetros ajustados manualmente no 
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equipamento para estabilização do sinal foram voltagem do capilar (IS): 4500 
V, potencial de entrada no cone EP: 6 eV, potencial de desagrupamento (DP): 
40 eV, gás de Interface (CUR): 10 psi e gás de nebulização (GS1): 15 psi. O 
nitrogênio de alta pureza utilizado como CUR e GS1 foi produzido por um 
gerador de nitrogênio (Peak Scientific Instruments). Os espectros de massas 
foram adquiridos em varredura de 100 a 900 Daltons (Da) acumulando 100 
ciclos de 3 segundos (5 minutos). A aquisição dos dados foi realizada utilizando 
o software Analyst 1.4 (ABI/Sciex). Os espectros de massas da solução de 
metanol contento 0,1% de ácido fórmico também foram adquiridos (branco), 
objetivando subtrair dos espectros de massas das amostras e eliminar 
possíveis interferentes, previamente às analises quimiométricas. 
 
4.2.4 Análises morfo-anatômicas 
 
Para a análise morfológica dos tricomas, estômatos e cutícula, imagens 
da superfície das folhas de M. sylvestris, S. cordifolia e P. graveolens foram 
obtidas através de um microscópio eletrônico de varredura (MEV) Phenom®, 
com resolução de 30 nm (FEI, Hillboro, EUA). As amostras de folhas secas 
foram fixadas em fita adesiva de cobre e metalizadas com ouro, em um 
dispositivo Balzers Union SCD 030 FL 9496 (Balzers, Liechtenstein). Para a 
avaliação dos tricomas e estômatos, foi empregada a terminologia proposta por 
outros autores (ROMITELLI, MARTINS, 2012; ALBERT, VICTORIA-FILHO, 
2002). 
Para a análise anatômica, foram obtidas secções transversais (15 μm) 
das folhas previamente incluídas em uma matriz de polietilenoglicol 1500 
(PEG-1500) e seccionadas em um micrótomo rotativo (Leica Microsystem, 
Alemanha). O material foi corado com 1% de azul de Astra e 1% de safranina 
(BUKATSCH, 1972), e lâminas semi-permanentes foram montadas usando 
gelatina glicerinada. Fotomicrografias foram obtidas com uma câmera digital 
Olympus DC300 acoplada a um microscópio Olympus BX40, utilizando o 
software para captura de imagens CellF Image System (Olympus BioSystems, 
EUA). As análises anatômicas compreenderam avaliação visual qualitativa de 
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tricomas, mesofilo (composição do parênquima), cutículas na face abaxial e 
adaxial, presença e avaliação de drusas e células mucilaginosas epidermais. 
 
4.2.5 Análises quimiométricas: análise exploratória por PCA e modelos de 
classificação por PLS-DA  
 
As análises quimiométricas foram realizadas utilizando o pacote PLS-
Toolbox 3.0 (Eigenvetor Research, EUA) operado no software Matlab 7.0.1® 
(Mathworks, EUA). Para os dados de FTMIR-ATR, a matriz X foi composta 
pelos valores das intensidades de absorção no espectro infravermelho de cada 
amostra (de 4000 a 400 cm-1); para os dados de espectrometria de massas, a 
matriz X foi composta pela intensidade de sinal (%) de cada massa/carga do 
espectro (de 100 a 900 Da). O vetor resposta Y é qualitativo, sendo uma matriz 
dummy, no qual cada uma das categorias de resposta é codificada através de 
uma variável indicadora. Assim, a análise de PLS-DA é feita como se a matriz 
Y fosse uma variável contínua (WOLD et al., 2001).  
Antes da construção do modelo, as amostras foram divididas em 
conjuntos de calibração e validação, de acordo com o método DUPLEX. Para a 
construção do modelo, foram avaliados os seguintes parâmetros: a utilização 
ou não de pré-processamentos aplicados para o conjunto de dados da matriz 
X; validação cruzada utilizando a técnica venetian blinds, que avalia a 
capacidade preditiva do modelo; o número de variáveis latentes (VLs), que foi 
escolhido em função do menor erro médio de classificação da validação 
cruzada (RMSECV). Para a seleção do melhor modelo, foram avaliados 
parâmetros relacionados a scores e loadings. Em relação à análise de scores, 
foram avaliados a presença ou não de amostras anômalas (outliers) através da 
observação do gráfico de Resíduos Q versus Hotelling T2 e foi verificada a 
melhor distribuição espacial entre as amostras (distinção entre as amostras de 
M. sylvestris das de S. cordifolia ou P. graveolens) em função das variáveis 
latentes utilizadas. A análise de loadings foi realizada em função dos resultados 
obtidos por vip scores, cujo gráfico indica as variáveis mais importantes de 




4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.3.1 Obtenção de espectros de FT-MIR por ATR  
 
As folhas secas de amostras comerciais e dos padrões de referência 
foram submetidos a análise de espectroscopia vibracional pelo método da 
reflectância total atenuada – ATR (folhas inteiras). Os espectros individuais 
relativos aos padrões de cada espécie obtidos por esta técnica são mostrados 














FIGURA 41 – ESPECTRO FT-MIR DAS FOLHAS DE P. graveolens, OBTIDO PELO MÉTODO 
ATR  
 
Os espectros obtidos são semelhantes, o que pode ser corroborado pela 
análise da Figura 42, onde a sua sobreposição evidencia tal fato. Diferenças 
mais perceptíveis podem ser observadas entre 1826 cm-1 e 1103 cm-1, e esta 





FIGURA 42 – SOBREPOSIÇÃO DOS ESPECTROS FT-MIR CARACTERÍSTICOS DE M. 
sylvestris (a), S. cordifolia (b) E P. graveolens (c), OBTIDOS PELO MÉTODO 
ATR 
NOTA: O intervalo de número de onda de 1826 cm
-1
 a 1103 cm
-1
 é mostrado separadamente 
para cada espécie 
 
 
Embora as amostras comerciais tenham sido provavelmente colhidas em 
diferentes épocas e estações do ano, e armazenadas sob diferentes condições, 
a similaridade dos espectros FT-MIR revela que elas possuem constituição 
química similar. Pequena diferença é percebida, especialmente entre as 
espécies M. sylvestris e S. cordifolia, as quais pertencem à mesma família 
(Malvaceae). A despeito de existirem pequenas diferenças em intensidade, 
posição do pico e forma das bandas, a maioria dos picos de absorvância 
apresentam o mesmo perfil nas três espécies, principalmente entre 4000-1800 
cm-1 e 1100-400 cm-1. Estas regiões são relatadas à vibrações moleculares de 
grupos químicos muito comuns, como grupos hidroxila (~3400 cm−1), 
hidrocarbonetos saturados (~2900 cm−1 a  2850 cm−1) e compostos orgânicos 




A matriz representada pelas plantas é extremamente complexa, e dessa 
forma os espectros FT-MIR refletem as vibrações moleculares de vários 
componentes. Cada banda de absorção pode representar a sobreposição de 
várias bandas características de grupos funcionais presentes na amostra (WU 
et al., 2010). 
Assim, não foi o objetivo deste trabalho identificar os compostos 
fitoquímicos correspondentes a cada região específica do espectro, embora 
relações possam ser estabelecidas entre regiões de absorção e componentes 
comumente encontrados em plantas. Aproximadamente 12 picos de absorção 
foram claramente identificados nos espectros FT-MIR das três espécies, os 
quais puderam ser utilizados para caracterizá-las. Contudo, a região entre 
1826-1103 cm-1 foi a mais importante e rica em informação para a 
discriminação das amostras (proporcionando os melhores resultados na 
classificação por PLS-DA). Esta região, por exemplo, inclui picos de absorção 
característicos dos flavonóides, representados por vibrações de alongamento 
dos anéis aromáticos A e B das flavonas e o grupo funcional =C-O-C do anel C 
das flavonas (∼1600 cm−1, ∼1500 cm−1, ∼1450 cm−1 e ∼1270 cm−1) 
(ABDULLAH et al., 2012; CHOONG et al., 2014). A Tabela 12 mostra os 
principais grupos funcionais possivelmente responsáveis pela discriminação 
entre as plantas.  
 
TABELA 12 – PRINCIPAIS PICOS ENCONTRADOS NO INTERVALO ENTRE 1826-1103 cm
-1
 







MODOS DE VIBRAÇÃO E 
GRUPOS FUNCIONAIS 
CORRELAÇÃO REFERÊNCIA 
1727 Anel lactona 
insaturado 
ν C=O M. sylvesris XU et al., 
2012 
1647 e 1158 Carboidratos 
polimerizados 
δ O-H and ν C-O-C M. sylvestris XU et al., 
2012 
1606 Aminas δ N-H M. sylvestris MAREE; 
VILJOEN, 
2012 
1447 e 1515 Anel fenólico ν Ar S. cordifolia XU et al., 
2012 




ν C-O-C S. cordifolia ABDULLAH et 
al., 2012 
1170-1190 SO2 simétrico ν S-O S. cordifolia ABDULLAH et 
al., 2012 
1165 =C-O-C e 
álcoois 
ν (C-O-C) M. sylvestris ABDULLAH et 
al., 2012 
NOTA: ν= alongamento; δ= flexão 
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As três espécies mostram picos característicos na região próxima a 1720 
cm-1 (mais intenso no P. graveolens) e 1600 cm-1 e 1250 cm-1, estes últimos 
mais intensos na M. sylvestris e S. cordifolia, plantas da mesma família. A 
região de 1400 cm-1 mostra um pico único dominante para M. sylvestris, 
enquanto apresenta diversos picos de menor intensidade tanto para S. 
cordifolia quanto para P. graveolens. Como mostrado na Tabela 12, os picos 
próximos a região do 1647 cm-1 e 1158 cm-1 são consistentes com grupos 
relacionados a carboidratos polimerizados. De fato, as fotomicrografias indicam 
a presença de grandes quantidades de grânulos de amido especialmente na 
espécie M. sylvestris, a qual mostra o pico mais intenso. 
 
4.3.1.1 Discriminação e classificação de amostras comerciais de ―malvas‖ 
 
A técnica de PCA (reconhecimento não-supervisionado de padrões) foi 
utilizada preliminarmente para identificar padrões e grupos de amostras e 
determinar a variação sistemática das amostras. A análise de PCA permitiu 
determinar as principais características dos espectros, facilitando as suas 
comparações e o estabelecimento de relações entre as amostras e os picos de 
absorvância (variáveis descritivas) (BASSBASI et al., 2014). Assim, este 
método reduz a dimensionalidade dos dados e permite o estabelecimento de 
grupos dentro do conjunto de amostras. 
Já a técnica de PLS-DA (reconhecimento supervisionado de padrões) foi 
empregada para estabelecer um modelo baseado em um conjunto de amostras 
de calibração, com o objetivo de classificar as amostras em espécies (ou 
classes) pré-definidas. Métodos basedos em PLS são chamados 
supervisionados uma vez que a matriz Y é levada em conta para a construção 
do modelo. Esta característica explica porque métodos baseados em PLS 
geralmente funcionam melhor que PCA em problemas de predição 
(BOULESTEIX; STRIMMER, 2007). Adicionalmente, enquanto a PCA mostra 
uma adequada separação entre grupos somente quando a variabilidade intra-
grupo é suficientemente menor que a variabilidade inter-grupo, PLS-DA é um 
método que orienta uma transformação informada pela variabilidade inter-
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grupos para fornecer a melhor formação de grupamentos possível (WORLEY et 
al, 2013). 
A matriz X (60 x 2559) representa os valores de absorção obtidos no 
intervalo entre 4000–400 cm-1. Alguns pré-tratamentos foram testados, 
objetivando eliminar ou reduzir informação inútil ou redundante. Cuidado 
adicional foi tomado na padronização da obtenção dos espectros de todas as 
amostras. Regiões do limbo foliar, como nervuras e veias não foram 
escaneados em função da possibilidade de espalhamento físico da luz 
infravermelha (WU et al., 2010).  
Utilizando o espectro total, não foram obtidas separações satisfatórias, 
dada a similaridade entre os espectros das três espécies de planta. Para 
otimizar a separação e aumentar a previsibilidade do método, foi utilizado 
método de seleção variável de intervalos por mínimos quadrados parciais 
(iPLS). Os melhores modelos de separação e classificação foram obtidos 
utilizando-se o intervalo de número de onda entre 1826 e 1103 cm-1, com pré-
tratamento MSC e centrado na média, considerando três components principais 
(PC). Todos os valores obtidos na validação cruzada para PCA e PLS foram 
baixos (entre -0.001 e 0.002), e os valores de tendência (bias) foram próximos 
a zero (menores que -2.78-17), indicando nenhuma tendência no conjunto de 
dados. 
A Figura 43-a mostra o gráfico de escores da PCA. A separação entre as 
três espécies ocorreu ao longo das três primeiras componentes principais, as 
quais foram responsáveis por explicar aproximadamente 91% da variabilidade 
total da matriz X (47,41%; 37,53% e 6,85% para PC1, PC2 e PC3 
respectivamente). A primeira componente principal contribuiu especialmente 
para a separação entre M. sylvestris (PC1-) e S. cordifolia (PC1+); a segunda 
componente principal contribuiu para a separação entre M. sylvestris e S. 
cordifolia (PC2-) e P. graveolens (PC2+). A proximidade entre o grupo de 
amostras de M. sylvestris e S. cordifolia pode ser atribuida a grande 
similaridade na composição química destas espécies, uma vez que ambas 






FIGURA 43 - (a) GRÁFICO DE ESCORES DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS 
(PCA) DE 60 AMOSTRAS COMERCIAIS DE ―MALVAS‖; (b) GRÁFICO DE 
ESCORES DA ANÁLISE DISCRIMINANTE PELOS MÍNIMOS QUADRADOS 
PARCIAIS (PLS-DA) DE 60 AMOSTRAS COMERCIAIS DE ―MALVAS‖ 
 
 
No modelo PLS-DA (Figura 43-b), as três primeiras variáveis latentes 
(LV) são responsáveis por explicar 91,63% da variabilidade total da matriz X 
(LV1 42,94%; LV2 39,74% e LV3 8,95%) e aproximadamente 85% da 
variabilidade da matriz Y. Os parâmetros estatísticos utilizados para avaliar o 
desempenho do modelo PLS-DA na predição foram o RMSEC, RMSECV e 
RMSEP. Estes valores estão descritos na Tabela 13. 
 
TABELA 13 – RESULTADOS DE RMSEC, RMSECV E RMSEP PARA O MODELO PLS-DA 
UTILIZANDO ESPECTROS FT-MIR COM NÚMERO DE ONDA ENTRE 1826 E 
1103 cm
-1
 E PRÉ-PROCESSAMENTOS MSC E CENTRADO NA MÉDIA 
PARÂMETROS 
ESPÉCIES 
M. sylvestris S. cordifolia P. graveolens 
RMSEC 0.8196 0.9088 0.8405 
RMSECV 0.7774 0.8803 0.8038 
RMSEP 0.8150 0.8550 0.8023 
FONTE: O autor (2014) 
 
Para M. sylvestris e P. graveolens, os valores de coeficientes de 
correlação foram maiores que 0,77 e o modelo não apresentou problemas de 
classificação ou predição. Para estas duas espécies, o modelo apresentou uma 
habilidade preditiva de aproximadamente 80%. Para S. cordifolia, embora os 
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coeficientes de correlação tenham variado de 0,85 a 0,90, uma amostra foi mal 
classificada como descrito no item 4.3.1.2. 
Como mostrado na Figura 44, todas as amostras utilizadas para a 
calibração e para a validação cruzada foram corretamente classificadas, isto é, 
os valores de sensibilidade e a especificidade foram próximos a 1,00. Assim, 
este modelo proporciou taxas de 100% de predição correta no conjunto de 
validação da M. sylvestris e P. graveolens. Contudo, dado que existiu uma 
amostra má classificada da espécie S. cordifolia, os menores valores de 
sensibilidade e especificidade obtidos para a predição desta espécie 
proporcionaram uma taxa de predição correta de aproximadamente 91%. A 
classificação entre as espécies foi baseada na avaliação do valor de classe 
obtido pelo modelo PLS-DA e os limiares de discriminação foram determinados 
por estatística Bayesiana. Assim, se o valor de estimação de classe apresentou 
um valor maior do que o limiar de discriminação do modelo PLS-DA, a amostra 
foi classificada como pertencente à classe discriminada (espécie). Amostras 
plotadas acima da linha tracejada superior pertencem a espécie M. sylvestris 
(Figura 44-a), S. cordifolia (Figura 44-b) ou P. graveolens (Figura 44-c), 
enquanto amostras cujos pontos estão abaixo da linha tracejada superior 
pertencem a outras espécies. Os resultados classificatórios obtidos pela 
técnica do PLS-DA foram corroborados pelas análises morfológicas de todas 













FIGURA 44 – AVALIAÇÃO DA PREDITABILIDADE DO MODELO PLS-DA UTILIZANDO 
ESPECTROS FT-MIR NA CLASSIFICAÇÃO DAS TRÊS ESPÉCIES DE 
―MALVAS‖.  
NOTA: (a) amostras de Malva sylvestris (● calibração; ○ validação), (b) S. cordifolia (▲ 
calibração; ∆ validação) e (c) P. graveolens (■ calibração; □ validação) abaixo da linha superior 
pontilhada são consideradas como pertencentes à determinada espécie 
 
Adicionalmente, as mais importantes variáveis discriminatórias foram 
avaliadas utilizando a ―Análise da Importância da Projeção de Variáveis‖ 
(escores VIPs). A avaliação dos valores de VIPs fornece a contribuição de cada 
variável experimental no modelo PLS-DA e permite identificar os comprimento 
de onda que estão mais correlacionados com as respostas ou classificações 
observadas. Valores de Vips maiores que 1,00 são considerados significativos 
(MARINI et al., 2009). Os cinco valores mais altos de VIPs foram considerados 
como os mais relevantes para a classificação e foram utilizados como 
marcadores para a discriminação entre as três espécies. Os números de onda 
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e os valores de VIPs (entre parêntesis), foram: 1731 (4,1); 1403 (3,8); 1393 
(3,7); 1717 (3,5); 1167 (3,0) para a M. sylvestris;1235 (3,6); 1189 (3,5); 1393 
(3,1); 1507 (3,1); 1112 (2,7) para a S. cordifolia e 1233 (3,3); 1189 (2,9); 1731 
(2,6); 1717 (2,4); 1818 (2,3) para o P. graveolens. Embora alguns números de 
onda sejam coincidentes, na maior parte dos casos a média das intensidades 
de VIPs em cada grupo são diferentes. A Tabela 12 relaciona os números de 
onda (que são os valores VIPs) mais importantes para cada espécie. 
Os resultados de sensibilidade, especificidade e erros de classificação 
obtidos na validação do método são mostrados na Tabela 14. 
 
TABELA 14 – RESULTADOS OBTIDOS NA VALIDAÇÃO DO MÉTODO DE CLASSIFICAÇÃO 
POR PLS-DA UTILIZANDO ESPECTROS DE FT-MIR 
PARÂMETROS 
ESPÉCIES 
M. sylvestris S. cordifolia P. graveolens 
Sensibilidade (calibração) 1,000 1,000 1,000 
Especificidade (calibração) 0,952   1,000 0,987 
Sensibilidade (validação cruzada) 1,000 0,980 1,000 
Especificidade (validação cruzada) 0,935 1,000 0,974 
Sensibilidade (predição) 1,000 1,000 1,000 
Especificidade (predição)  1,000 1,000 0,962 
Erro de classificação (calibração) 0,0241935  0 0,00657895      
Erro de classificação (validação cruzada) 0,0322581  0,0102041 0,0131579 
Erro de classificação (predição) 0 0 0,0192308      
FONTE: O Autor, (2014) 
 
Tanto a sensibilidade quando a especifidade, quando considerados os 
conjuntos de calibração, validação cruzada e predição, mostraram valores 
próximos a 1,00, que representa que o método foi sensível e específico e 
possui a habilidade de detectar amostras que não pertencem a uma 
determinada espécie. Já os erros de classificação, para todos os conjuntos de 
amostrs, os valores aproximaram-se de zero, o que representa que o modelo 
classificou corretamente as amostras das três espécies em todos os conjuntos 
utilizados. 
 
4.3.1.2 Uma amostra mal classificada 
 
A identidade de todas as amostras utilizadas neste estudo foi confirmada 
por análises morfológicas. Contudo, entre as amostras de S. cordifolia 
151 
 
utilizadas na validação cruzada do PLS-DA, uma foi classificada como M. 
sylvestris. Na Figura 44-b, esta amostra é marcada com um círculo. Esta 
amostra continha uma grande quantidade de pó e folhas rasuradas em 
pequenos pedaços. Na análise por microscópio de varredura (Figura 45-a), 
inicialmente somente características morfológicas de S. cordifolia foram 
observadas (Figura 45-b). Quando a análise por PLS-DA mostrou que uma das 
amostras tinha sido mal classificada, uma nova população de fragmentos de 
folha foi escolhido e esta amostra foi reanalizada pelo microscópio eletrônico 
de varredura. Nesta segunda análise, alguns fragmentos com morfologia típica 
de M. sylvestris foram observados (Figura 45-c). Uma terceira análise 
confirmatória foi realizada, desta vez utilizando os menores fragmentos da 
amostra com área superior a 1 cm2. Novamente foram observadas morfologias 
típicas das duas espécies, porém a maioria indicativa de M. sylvestris. 
Por suas características morfoanatômicas, as folhas de M. sylvestris são 
mais facilmente cominuídas em pó, reduzindo a probabilidade de estes 
fragmentos serem escolhidos para a análise microscópica. Dessa forma, um 
fragmento de M. sylvestris pode ter sido escolhido para a análise por ATR, 
proporcionando um espectro médio característico de M. sylvestris para a 
classificação por PLS-DA. Subseqüentemente, uma nova análise por ATR foi 
realizada utilizando os mesmos fragmentos utilizados na análise morfológica e 
então a amostra foi inequivocamente classificada com M. sylvestris. 
 
 
FIGURA 45 – IMAGENS OBTIDAS POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA DE 
UMA AMOSTRA MAL CLASSIFICADA PELO MÉTODO PLS-DA 
NOTA: (a) imagem dos fragmentos de uma amostra analisados por MEV; (b) alguns 
fragmentos desta amostra apresentam tricomas não-glandulares com 4-7 ramos, 
característicos de S. cordifolia; (c) alguns fragmentos desta amostra mostram tricomas não-




A presença de fragmentos das duas espécies em uma amostra pode ser 
relacionada com adulteração do produto, uma vez a S. cordifolia é uma planta 
medicinal mais barata e mais facilmente encontrada do que M. sylvestris. A 
detecção desta má classificação foi interessante e mostrou que a 
espectroscopia FT-MIR proporciona um perfil característico de cada espécie 
que pode ser utilizado no controle de qualidade de plantas medicinais. O 
método foi portanto sensível para detectar diferenças entre as amostras, as 
quais podem estar relacionadas a misturas ou adulterações. 
 
4.3.2 Obtenção de espectros de massas 
 
Nesta etapa do trabalho, extratos de amostras comerciais de ―Malvas‖ 
foram diretamente injetadas em espectrômetro de massas (ESI-EM), e a 
habilidade do método analítico em distinguir M. sylvestris, S. cordifolia e P. 
graveolens utilizando um perfil metabólico não específico foi avaliado por 
análises quimiométricas. A análise do perfil metabólico é uma forma rápida e 
que fornece alta quantidade de dados para possibilitar a classificação de 
amostras em situações onde a quantificação e identificação de metabólitos não 
são empregadas (DUNN; ELLIS, 2005). Além disso, o preparo da amostra, a 
separação e a detecção são em geral muito rápidos e simples. A injeção direta 
em ESI-EM compreende todas estas caracteríticas. Embora tanto os modos de 
ionização positiva e negativa terem sido testados, a fonte de ionização ESI foi 
operada somente no modo positivo pois esta forma possibilitou a ionização de 
um maior número de componentes. Além disso, este modo de ionização facilita 
a comparação dos resultados obtidos com estudos anteriores, pois o modo 
positivo é frequentemente utilizado em análises metabolômicas de plantas 
(SCHIOZER et al., 2012). 
Os espectros de massas foram adquiridos no intervalo de 100 a 900 m/z. 
Este intervalo foi utilizado por compreender as massas da maioria dos 
metabólitos secundários (alcalóides, terpenóides e compostos fenólicos) e seus 
derivados presentes em plantas (PLAZONIC et al., 2009; WÜST et al., 1998). A 
Figura 46 mostra o espectro ESI-EM das três espécies de plantas, indicando as 




FIGURA 46 – PERFIL METABÓLICO OBTIDO POR INJEÇÃO DIRETA DE EXTRATOS DE 
FOLHAS DE ―MALVAS‖ EM ESPECTRÔMETRO DE MASSAS NO MODO DE 
IONIZAÇÃO POSITIVO 
NOTA: (a) M. sylvestris; (b) S. cordifolia; (c) P. graveolens 
 
 
O uso de uma fonte de ionização branda do tipo eletrospray (ESI) 
geralmente reduz a fragmentação de moléculas antes da análise das massas. 
Dessa forma, um mesmo metabólito (M) pode ser representado diversas vezes 
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em uma lista de massas obtidas pelo modo positivo na forma de adutos tais 
como [M + H]+, [M + Na]+, e [M + K]+. Picos de massa adicionais também 
podem ser resultantes da presença de espécies iônicas isobáricas isótopos 
atômicos (HAGEL; FACCHINI, 2008). A falta de separação cromatográfica 
(frequentemente associada a equipamentos de determinação de massa com 
alta resolução e alta exatidão) e a ausência de perfis de fragmentação obtidos 
por análises MSn são fatores adicionais que complicam a detecção e 
caracterização de metabólitos-alvo em matrizes complexas como extratos de 
plantas (DUNN; ELLIS, 2005; WOLFENDER et al., 2013; DETTMER et al., 
2007). 
Alternativamente, análises podem ser realizadas utilizando 
espectrômetros com ressonânia ciclotrônica de íons por transformada de 
Fourier (FT-ICR-MS) para reduzir os efeitos de supressão iônica que 
caracteristicamente ocorrem em ESI (DETTMER et al., 2007). Em face a estes 
desafios, os perfis metabólicos baseados em EM associados a técnicas 
quimiométricas são emergentes métodos de análise com aplicação na 
determinação da composição de produtos vegetais (COMMISSO et al., 2013), 
avaliação da segurança e qualidade de alimentos derivados de plantas (OMS-
OLIUet al., 2013), discriminação entre espécies e avaliação de produtos 
defeituosos (BASSBASI et al., 2014), etc. 
Embora as amostras comerciais utilizadas neste estudo tenham sido 
colhidas em diferentes épocas, estações do ano e mantidas sob diferentes 
condições de armazenamento, poucas diferenças podem ser observadas na 
comparação entre os seus espectros de massa, em particular entre amostras 
de M. sylvestris e S. cordifolia. Excluindo os íons com intensidade relativa 
menor do que 10% da intensidade do pico base, foi possível observar os 
seguintes padrões de íons (m/z): 104, 110, 118, 129, 156, 189, 219, 249, 317, 
333 e 351 para M. sylvestris; 104, 112, 118, 129, 156, 189, 205, 219, 277, 317, 
333 e 351 para S. cordifolia; e 104, 110, 118, 156, 189, 233, 357, 371, 401, 
415, 445, 459 e 489 para P. graveolens.  
Uma revisão de literatura revelou que diversos metabólitos já foram 
identificados nestas espécies de ―Malvas‖, dentro deste intervalo de m/z. Estes 
metabólitos incluem os flavonóides malvidina 3,5-diglucosídeo ([M]+ m/z 655), 
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malvidina 3-glucosideo ([M]+ m/z 493), malvidina ([M]+ m/z 331), genisteína 
([M]+ m/z 270), miricetina ([M]+ m/z 318), delfinidina ([M]+ m/z 303), apigenina 
([M]+ m/z 270), quercetina ([M]+ m/z 302) e campferol ([M]+ m/z 286); 
terpenóides, derivados fenólicos (derivados dos ácidos hidróxi e 
metoxibenzóico, ácido ferúlico), escopoletina ([M]+ m/z 192), ácidos graxos e 
esteróis na M. sylvestris (GASPARETTO et al., 2012) glicosídeos flavonólicos, 
alcalóides do tipo efedrina e pseudo-efedrina ([M]+ m/z 165), alcalóides 
quinazolônicos como vasicina ([M]+ m/z 189), vasicinol ([M]+ m/z 205) e 
vasicinona ([M]+ m/z 203) e diversos derivados de saponinas, esteróides e 
taninos na S. cordifolia (FRANZOTTI et al, 2000; GASPARETTO et al., 2012; 
FRANCO et al., 2005) e flavonóis, flanonóides tais como miricetina, quercetina, 
kaempferol e isorhamnetina ([M]+ m/z 316), carboidratos derivados da 
rahmnose, monoterpenos, sesquiterpenos e óleos essenciais do tipo cetronelol 
([M]+ m/z 156) e geraniol ([M]+ m/z 154) em P. graveolens (BOUKHRIS et al., 
2013). 
 
4.3.2.1 Discriminação e classificação de amostras comerciais de ―malvas‖ 
 
Inicialmente, a técnica do PCA foi empregada para avaliar a separação 
entre as espécies de ―Malvas‖, pois isto permite a determinação e a 
comparação das principais características dos espectros e enfatiza relações 
entre as variáveis descritivas (BASSBASI et al., 2014). Este método reduz a 
dimensionalidade da matriz de dados original e permite a visualização de 
grupamentos dentro de uma população com grande número de amostras 
(BRERETON, 2003). 
As amostras foram utilizadas como variáveis para o PCA e são descritas 
no gráfico de escores (Figura 47-A). A matriz X (60 x 8000), a qual representa a 
intensidade relativa dos íons dentro do intervalo avaliado, foi centrada na média 
e a separação entre as três espécies ocorreu em função das duas primeiras 
componentes principais (PC). Estas, explicam juntas 75,2% da variância total 
da matrix X (60,0% para PC1 e 15,2% para PC2), e fornecem as informações 
mais relevantes para a separação. Embora o grau de dispersão entre as 
amostras reflita as diferenças entre as espécies, a proximidade entre os 
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grupamentos da M. sylvestris e da S. cordifolia pode ser atribuída ao fato 
destas duas espécies pertencerem à família Malvaceae. 
 
 
FIGURA 47 - (a) GRÁFICO DE ESCORES DA ANÁLISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS 
(PCA) DE 60 AMOSTRAS COMERCIAIS DE ―MALVAS‖; (b) GRÁFICO DE 
ESCORES DA ANÁLISE DISCRIMINANTE PELOS MÍNIMOS QUADRADOS 
PARCIAIS (PLS-DA) DE 60 AMOSTRAS COMERCIAIS DE ―MALVAS‖ 
 
 
Os três íons mais intensos para as duas componentes principais e seus 
valores de intensidade absoluta são listadas a seguir: 104,2 (0,173), 116,1 
(0,135) e 120,2 (0,117) para PC1+; 118,2 (-0,153), 189,1 (-0,045) e 156,3 (-
0,026) para PC1-; 189,1 (0,236), 129,0 (0,120) e 109,9 (0,116) para PC2+; e 
116,1 (-0,119), 117,8 (-0,099) e 156,3 (-0,096) para PC2-. Estes íons são os 
mais importantes para a separação quimiométrica dentro deste conjunto de 
dados, e portanto podem ser utilizados como marcadores para a diferenciação 
entre as três espécies. De acordo com o gráfico de escores de PCA, pode ser 
inferido que íons com m/z de 116,1, 117,8 e 156,3 são correlacionados com M. 
sylvestris; íons com m/z de 104,2, 189, e 116,1 são correlacionados com S. 
cordifolia e íon com m/z de 118,2, 189,1 e 129,0 são correlacionados com P. 
graveolens. 
Uma análise quimiométrica adicional foi realizada utilizando o método de 
classificação por PLS-DA. Este método identifica as variáveis latentes que 
permitem a melhor discriminação entre os grupamentos de amostras formados, 
baseando-se em seus espectros (matriz X) e de acordo com a máxima 
covariância com a classe estabelecida na matriz Y (BASSBASI et al., 2014). 
Dado que a matriz Y é levada em conta para a construção das variáveis 
latentes, métodos baseados em PLS são chamados de supervisionados, em 
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contraste aos métodos por PCA, os quais não utilizam as informações da 
matriz Y para a contrução de novas componentes. Esta característica explica 
porque métodos baseados em PLS geralmente funcionam melhor que métodos 
PCA em problemas de predição (BOULESTEIX; STRIMMER, 2007).  
Diversos modelos foram testados, considerando o uso de diferentes 
intervalos de m/z e pré-processamento. O melhor modelo foi obtido utilizando 
todos dados de intensidade relativa (%) e pré-processamento centrado na 
média (Figura 47-B). Duas variáveis latentes foram escolhidas através da 
validação cruzada venetion blind, as quais explicam 74,25% da variabilidade 
total da matriz X e 78,88% da matriz Y. Os parâmetros estatísticos utilizados 
para avaliar o desempenho do modelo PLS-DA foram as raízes quadradas das 
médias dos erros de calibração (RMSEC), de validação cruzada (RMSECV) e 
predição (RMSEP). Estes valores estão descritos na Tabela 15. 
 
 
TABELA 15 – RESULTADOS DE RMSEC, RMSECV E RMSEP PARA O MODELO PLS-DA 
UTILIZANDO ESPECTROS ESI-MS COM PRÉ-PROCESSAMENTO 
CENTRADO NA MÉDIA 
PARÂMETRO 
ESPÉCIES 
M. sylvestris S. cordifolia P. graveolens 
RMSEC 0,660342 0,749129 0,956958 
RMSECV 0,563109 0,695255 0,931839 
RMSEP 0,706742 0,800057 0,950058 
FONTE: O Autor, (2014) 
 
Para as espécies M. sylvestris e S. cordifolia, embora os coeficientes de 
correlação tenham variado entre 0,56 e 0,80, o modelo não apresentou 
problemas na classificação ou predição. A espécie P. graveolens apresentou 
os melhores resultados de coeficiente de correlação, com uma habilidade 
preditiva na validação cruzada maior que 93%, por exemplo. 
Todas as amostras utilizadas na calibração (treinamento) e na validação 
(teste) foram corretamente classificadas, isto é, os valores de sensibilidade e a 
especificidade foram muito próximos a 1,00 (Figura 48). A classificação entre 
as espécies foi estimada nos valores de classe obtidos pelo modelo PLS-DA e 
os limiares de discriminação foram determinados baseados em estatística 
Bayesiana. Se o valor de classe estimado apresenta um valor maior que o 
limiar de discriminação do modelo, a amostra será classificada como 
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pertencente àquela determinada classe (espécie). Assim, amostras plotadas 
acima da linha pontilhada superior pertencem à espécie M. Sylvestris (Figura 
48-A), S. cordifolia (Figura 48-B) e P. graveolens (Figura 48-C), enquanto as 
amostras cujos pontos são plotados abaixo da linha pontilhada superior 
pertencem a outras espécies. Os resultados obtidos por PLS-DA uilizando 







FIGURA 48 – AVALIAÇÃO DA PREDITABILIDADE DO MODELO PLS-DA UTILIZANDO 
ESPECTROS ESI-MS NA CLASSIFICAÇÃO DAS TRÊS ESPÉCIES DE 
―MALVAS‖.  
NOTA: (a) amostras de Malva sylvestris (● calibração; ○ validação), (b) S. cordifolia (▲ 
calibração; ∆ validação) e (c) P. graveolens (■ calibração; □ validação) abaixo da linha superior 
pontilhada são consideradas como pertencentes à determinada espécie 
 
 
Os parâmetros do modelo também puderam ser utilizados para obter 
índices, os quais refletem a importância de cada variável preditora na definição 
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do modelo. Em particular, os escores VIP (Projeção da Importância das 
Variáveis) são uma medida da contribuição de cada variável individual na 
definição da matriz X e Y do modelo PLS (MARINI, 2013). As variáveis com os 
maiores valores de VIP foram registradas como as mais relevantes para a 
classificação. Os três maiores valores de intensidade de m/z e valores de VIP 
foram 189,1 (835,6), 104,2 (93,94) e 156,3 (76,29) para M. sylvestris; 189,1 
(519,4), 104,2 (157,2) e 118,2 (93,5) para S. cordifolia; e 104,2 (250,6), 118,2 
(191,3) e 116,1 (131,8) para P. graveolens. 
Os resultados de sensibilidade, especificidade e erros de classificação 
obtidos na validação do método são mostrados na Tabela 16. 
 
TABELA 16 – RESULTADOS OBTIDOS NA VALIDAÇÃO DO MÉTODO DE CLASSIFICAÇÃO 
POR PLS-DA UTILIZANDO ESPECTROS DE MASSAS 
PARÂMETROS 
ESPÉCIES 
M. sylvestris S. cordifolia P. graveolens 
Sensibilidade (calibração) 1,000 1,000 1,000 
Especificidade (calibração) 1,000 1,000 1,000 
Sensibilidade (validação cruzada) 1,000 1,000 0,955 
Especificidade (validação cruzada) 1,000 1,000 1,000 
Sensibilidade (predição) 1,000 1,000 1,000 
Especificidade (predição)  1,000 1,000 1,000 
Erro de classificação (calibração) 0 0 0      
Erro de classificação (validação cruzada) 0 0 0,0227273 
Erro de classificação (predição) 0 0 0 
FONTE: O Autor, (2014) 
 
Tanto a sensibilidade quando a especifidade, quando considerados os 
conjuntos de calibração, validação cruzada e predição, mostraram valores 1,00 
(com excessão da sensibilidade para as amostras de validação cruzada do P. 
graveolens, que mostrou o resultado 0,955). Isto representa que o método 
possui ótimas sensibilidade e especficidade, sendo hábil para detectar 
amostras que não pertencem a uma determinada espécie. Já para os erros de 
classificação, para todos os conjuntos de amostras os valores foram zero ou 
muito próximo de zero, o que representa que o modelo classificou corretamente 
todas as amostras. 
 




A identidade de todas as amostras comerciais foi confirmada por 
análises morfológicas, comparando estas amostras com padrões de referência 
cuja exsicata foi depositada no herbário do Museu Botânico de Curitiba. Numa 
análise comparativa (Figura 49), a mais importante característica para 
diferenciar entre as espécies M. sylvestris, S. cordifolia e P. graveolens é o tipo 
dos tricomas. Nas três espécies ocorrem tricomas não-glandulares, que são 
simples no P. graveolens e ramificados nas outras duas espécies. As imagens 
obtidas por MEV mostram que a M. sylvestris contém tricomas não-glandulares 
com dois a quatro ramos, e na S. cordifolia aparecem tricomas que possuem 
de quatro a sete ramos. As fotomicrografias nas seções transversais mostram 
que os tricomas glandulares também exibem diferentes morfologias entre as 
espécies. M. sylvestris contém tricomas glandulares sésseis com cabeça 
composta por quatro células, P. graveolens apresenta tricomas glandulares 
com pescoço e cabeça unicelulares e S. cordifolia possui tricoma glandular 
séssil com cabeça constituída por uma célula. 
As imagens foram utilizadas também para avaliar outras características 
morfológicas que são úteis na diferenciação entre as espécies. M. sylvestris 
possui uma cutícula espessa, a folha é hipoestomática e o estômato do tipo 
anomocítico. S. cordifolia tem uma cutícula lisa e plana, a folha é 
anfiestomática e os estômatos são anisocíticos e paracíticos. P. graveolens 
tem uma cutícula fina, e sua folha é anfiestomática, com estômatos 
anomocíticos. Drusas e células epidérmicas mucilaginosas são presentes em 




FIGURA 49 – IMAGENS OBTIDAS POR MICROSCOPIA ÓPTICA DE SEÇÕES 
TRANSVERSAIS E POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 
DA SUPERFÍCIE FOLIAR DE AMOSTRAS DE ―MALVAS‖.  
NOTA 1: (a) e (b) M. sylvestris;(c) e (d) S. Cordifolia; (e) e (f) P. graveolens.  
NOTA 2: (a), (c), (e) são fotomicrografias obtidas por microscopia óptica de seções transversais 
de lâminas foliares. Setas indicam tricomas não-glandulares. Cabeças de setas indicam 
tricomas glandulares. 
NOTA 3: (b), (d), (f) são fotomicrografias obtidas por microscopia eletrônica de varredura das 
superficies foliares mostrando diferentes números de ramos nos tricomas não-glandulares. 
NOTA 4: a escala representa 50 µm para (a), (b), (d) e (e),e 100 µm para (c) e (f).  
 
 




A Tabela 17 apresenta os percentuais de amostras comerciais que 
foram adquiridas originalmente rotuladas como M. sylvestris ou ―malva‖, S. 
cordifolia ou ―malva-branca‖ e P. graveolens ou ―malva-cheirosa‖, bem como os 




TABELA 17 – ANÁLISES QUIMIOMÉTRICAS E MORFOLÓGICAS DE AMOSTRAS 





ANÁLISES QUIMIOMÉTRICAS E MORFOLÓGICAS (%) 





























n = 60 
 
 
Embora aproximadamente 82% das amostras tenham sido adquiridas 
como M. sylvestris ou ―malva‖, somente aproximadamente 37% das amostras 
de fato pertenciam a esta espécie, de acordo com as análises quimiométricas e 
morfológicas. Em função de ser uma espécie largamente encontrada na 
Europa, Ásia e norte da África (GASPARETTO et al., 2012) mas não ser nativa 
do Brasil, a ―verdadeira‖ M. sylvestris é uma espécie mais rara e mais cara que 
as plantas nativas. Assim, esta espécie é mais sujeita a identificação inexata, 
adulterações e falsificações, a despeito de ser uma espécie oficialmente 
recomendada pelo Sistema Único de Saúde e possuir grande demanda de 
consumo (OLIVEIRA et al., 2012).  
Aproximadamente metade das amostras (51%) que foram adquiridas 
como M. sylvestris na verdade pertencem a espécie S. cordifolia, a qual é 
nativa e largamente disponível em diversas regiões do Brasil. O consumo desta 
planta pode ser perigoso para pacientes que sofrem de doenças 
cardiovasculares ou problemas relacionados ao sistema nervoso central em 
função da presença de aminas simpatomiméticas (como efedrina e 
pseudoefedrina) e alcalóides com efeitos cardiovasculares (como vasicina e 
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vasicinol) (MARCHEI et al., 2006; KHURANA; GAJBHIYE, 2013). Todas as 
amostras rotuladas como S. cordifolia ou ―malva-branca‖ foram corretamente 
classificadas através das análises quimiométricas e morfológicas. Esta planta 
tem sido utilizada por mais de 100 anos na medina popular brasileira 
(BREITBACH et al., 2013), e o conhecimento sobre sua morfologia e efeitos 
terapêuticos são bem estabelecidos. 
Falhas na rotulagem foram também observadas em amostras de P. 
graveolens, onde 25% foram classificadas como S. cordifolia. Embora existam 
poucos estudos focando o uso medicinal do P. graveolens no Brasil, esta 
planta é utilizada para tratar desordens inflamatórias de estômago e bexiga, 



























Tanto os perfis metabólicos obtidos por espectrometria de massas 
quanto os obtidos por espectroscopia no infravermelho mostraram potencial 
como métodos de discriminação e classificação entre as três principais 
espécies conhecidas como ―Malvas‖ no Brasil. Quando os dados espectrais de 
um conjunto de 60 amostras comerciais destas espécies foram combinados 
com métodos de reconhecimento supervisionado de padrões baseados em 
PLS-DA, foi possível identificar similaridades entre as amostras e a formação 
de grupamentos de amostras de mesma espécie. O modelo foi considerado 
confiável, pois todas as amostras comerciais foram identificadas através de 
análises microscópicas morfo-anatômicas, que confirmaram a espécie que foi 
classificada pelo modelo. Assim, o uso de perfis metabólicos espectrais em 
conjunto com a quimiometria pode auxiliar a morfoanatomia clássica na 
classificação e distinção de espécies. Além disso, os dados espectrais são 
fáceis, rápidos e baratos de serem obtidos, confiáveis e reprodutíveis, com 
mínima geração de resíduos e demandam equipamentos que ocupam pouco 
espaço. 
As avaliações quimiométricas e morfológicas das identidades das 
amostras comerciais mostraram que apesar de quase 80% terem sido 
rotuladas como M. sylvestris ou ―malva‖, somente 37% destas de fato 
pertenciam a espécie M. sylvestris. Metade destas amostras pertencia na 
verdade à espécie S. cordifolia (―malva-branca‖), cujo consumo pode ser 
perigoso devido a presença de compostos que podem afetar o sistema nervoso 
e cardiovascular, como efedrina e pseudo-efedrina. Dessa forma, apesar de a 
M. sylvestris ser a única das espécies avaliadas a possuir uma monografia na 
Farmacopéia Brasileira e ter o seu consumo estimulado pelo SUS (RDC 
ANVISA N. 10, de 9 de março de 2010), falhas de identificação e rotulagem 
(intencionais ou não) podem comprometer a eficácia do tratamento baseado 











































5.1 O USO DE PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA QUANTIFICAÇÕES 
EM EXTRATOS DE FOLHAS DE M. sylvestris 
 
 
Uma das formas de avaliar a qualidade de produtos naturais, 
especialmente plantas medicinais, é a detecção e quantificação de marcadores 
fitoquímicos. Esta avaliação muitas vezes se torna difícil em função de que 
extratos de plantas são misturas complexas e podem conter até milhares de 
constituintes diferentes (SOARES et al., 2011). De especial importância na 
identificação de espécies, os metabolitos secundários (classificados em 
terpenóides, alcalóides e compostos fenólicos) possuem diversas funções 
importantes para o vegetal, conferindo cor e fragrância para as flores, sabor, 
resistência contra doenças, atividade antioxidante, ferormônios, etc (GARCIA et 
al., 2010). 
Para atingir o objetivo de um maior rendimento de extração de 
metabolitos secundários, podem ser utilizados ao invés de solventes puros 
(que muitas vezes falham no seu objetivo), misturas de solventes binárias, 
terciárias e até mesmo quaternárias. Estas misturas englobam solventes de 
diferentes polaridades, sendo que as interações solvente-solvente podem 
muitas vezes favorecer a solvatação de determinados solutos, favorecendo a 
extração. Neste contexto, para a extração de compostos fenólicos de plantas, 
são utilizados por exemplo solventes como água, metanol, etanol, acetona, 
acetato de etila e suas misturas (GARCIA et al., 2010). Dessa forma, como 
metabólitos secundários em geral ocorrem em baixas concentrações, a escolha 
do conjunto de solventes ideal afeta o rendimento da extração (LONNI et al., 
2012). 
A otimização das misturas de solventes para extração de metabólitos 
secundários pode ser obtida com o auxílio de planejamentos experimentais do 
tipo ―desenhos de misturas‖, que são utilizados para mostrar a relação entre as 
diferentes variáveis (solventes). Um tipo de desenho de mistura é o Centróide 
Simplex, que é construído na forma de um triângulo com solventes puros 
localizados nos vértices, misturas binárias localizadas nos lados e misturas 
terciárias localizadas no interior. Dessa forma, é possível visualizar 
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graficamente, a significância das interações entre os solventes em questão 
(SOARES et al., 2011). 
Segundo a Farmacopéia Brasileira (quarta edição, parte II do primeiro 
fascículo), o marcador fitoquímico utilizado para a identificação da espécie M. 
sylvestris é a ―malvidina monoglicosídeo‖ (malvidina-3-O-glucosídeo ou 
oenina). Este marcador deve ser extraído das folhas da planta, utilizando como 
solvente uma solução de metanol com ácido clorídrico, e identificado através 
de cromatografia em camada delgada (BRASIL, 2000). Apesar de simples, esta 
técnica pode não ser adequada para a detecção do marcador da M. sylvestris, 
tanto em função da baixa sensibilidade fornecida pela cromatografia em 
camada delgada quanto pela inadequação do solvente extrator utilizado. 
Assim, é possível aplicar um desenho de misturas do tipo simplex centróide na 
composição dos solventes extratores, tanto para otimizar a extração de oenina 
quanto para avaliar outros parâmetros de atividade biológica do extrato que 
podem ser influenciados pela composição de solventes, como a concentração 
de compostos fenólicos totais e atividades antioxidantes. 
O objetivo deste capítulo foi utilizar um planejamento experimental do 
tipo Centróide Simplex para otimizar a extração de compostos fenólicos e 
antioxidantes de folhas de M. sylvestris e avaliar a presença de compostos do 
















5.2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
5.2.1 Material vegetal e obtenção dos extratos 
 
M. sylvestris, coletada em fevereiro de 2013 em Ponta Grossa-PR (25° 
05'01.24"S; 50°12'10.84"W) foi depositada no Museu Botânico de Curitiba sob 
o número de exsicata 384458. Aproximadamente 2 kg de folhas secas foram 
cominuídas em moinho triturador (A11 Basic Mill, IKA®, Alemanha). Em 
seguida, o material triturado foi tamisado em peneira granulométrica de 150 
mesh de tamanho de poro, e então o pó foi armazenado em recipiente de vidro 
opaco, em local seco e ao abrigo da luz, com temperatura controlada entre 
22,0 e 25,0°C. 
A extração foi realizada utilizando os solventes água, metanol, etanol, 
acetona e suas misturas, de acordo com o planejamento experimental do tipo 
Centróide Simplex (Figura 50), sendo obtidos 19 extratos, de acordo com a 
Tabela 18 (do 15º ao 19º extrato foram realizadas repetições da composição de 
solventes que representa o ponto central do planejamento). Todos os solventes 
utilizados continham 10% em volume de uma solução de ácido clorídrico a 
25%, como recomenda a farmacopéia brasileira (BRASIL, 2000). 
 
TABELA 18 – COMPOSIÇÃO DOS SOLVENTES UTILIZADOS PARA A ELABORAÇÃO DOS 
EXTRATOS UTILIZADOS NO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DO TIPO 
CENTRÓIDE SIMPLEX 
EXTRATOS SOLVENTES OU MISTURAS DE SOLVENTES UTILIZADAS (% em volume) 
1 Água (100%) 
2 Metanol (100%) 
3 Etanol (100%) 
4 Acetona (100%) 
5 Água/metanol (50%/50%) 
6 Água:acetona (50%/50%) 
7 Água:etanol (50%/50%) 
8 Metanol:acetona (50%/50%) 
9 Metanol:etanol (50%/50%) 
10 Etanol:acetona (50%/50%) 
11 Água:metanol:acetona (33,3%/33,3%/33,3%) 
12 Água:metanol:etanol (33,3%/33,3%/33,3%) 
13 Água:etanol:acetona (33,3%/33,3%/33,3%) 
14 Metanol:etanol:acetona (33,3%/33,3%/33,3%) 
15 Água:metanol:etanol:acetona (25%/25%/25%25%) 
16 Água:metanol:etanol:acetona (25%/25%/25%25%) 
17 Água:metanol:etanol:acetona (25%/25%/25%25%) 
18 Água:metanol:etanol:acetona (25%/25%/25%25%) 
19 Água:metanol:etanol:acetona (25%/25%/25%25%) 
FONTE: O Autor, (2013) 
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Cada extração foi realizada utilizando 20,0 gramas de pó, misturado com 
250 mL dos solventes extratores (relação 1:12,5 p/v). O sistema permaneceu 
por 30 minutos em banho de ultrassom, com a troca da água do banho a cada 
10 minutos para evitar aquecimento. Este procedimento foi realizado cinco 
vezes, e ao final do processo, todo o volume de extrato (aproximadamente 
1250 mL) foi reunido e filtrado em filtro de papel de filtro quantitativo de poro de 
28 µm. Os extratos foram então submetidos ao rotaevaporador sob pressão 
reduzida, controlando-se a temperatura de tal forma que não fosse superior a 
60ºC. Após a concentração dos extratos, o material foi congelado sob 
temperatura de -80ºC, e posteriormente liofilizado (VIRTIS®, SP Scientific, 
EUA). A avaliação percentual do rendimento de cada extrato foi realizada 
através da razão entre o peso de extrato liofilizado obtido e o peso de pó de 
planta utilizado, multiplicado por 100. Os extratos liofilizados foram mantidos 
em recipiente fechado e opaco e armazenados em refrigerador (-80ºC) até o 
momento do uso. Os rendimentos dos extratos (em %) foram calculados em 
função da massa de extrato liofilizado obtido em relação à massa de folhas 
secas utilizadas para a extração.  
Para os ensaios cromatográficos de quantificação de malvidinas, foi 
adicionalmente produzido um extrato das flores de M. sylvestris. A extração foi 
realizada utilizando 5 gramas de pó de flores com 62,5 mL de uma solução 
composta por 10% de ácido clorídrico a 25% em metanol (relação 1:12,5 p/v). 
O processo de extração seguiu o mesmo procedimento adotado para as folhas, 
sendo ao final obtido o extrato liofilizado de flores o qual foi armazenado em 























FIGURA 50 – PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DO TIPO CENTRÓIDE SIMPLEX 
UTILIZADO PARA OTIMIZAR AS EXTRAÇÕES 
NOTA: x1, x2, x3 e x4 representam as proporções de água, metanol, etanol e acetona, 
respectivamente 
FONTE: Retirado de (SOARES; BRUNS; SCARMÍNIO; 2007) 
 
5.2.2 Avaliação de polifenóis (fenólicos totais) 
 
O doseamento de polifenóis foi realizado utilizando a metodologia de 
Folin-Ciocauteau. Cada extrato foi dissolvido, em quintuplicata, no mesmo 
solvente ou mistura de solventes que foi utilizado na extração (Tabela 18), a 
uma concentração de 1 mg/mL. Em seguida, estas soluções foram filtradas em 
filtro de 0,22 µm de poro (Millippore®).  
A concentração de polifenóis nas amostras foi avaliada a partir de 320 
µL de uma solução de amostra a 80 µg/mL (diluídas no mesmo solvente de 
extração), com agitação constante e adição de 400 µL de carbonato de cálcio 
10%, 200 µL de reagente de Folin-Ciocauteau e 3080 µL de água. Para cada 
uma das amostras foi produzido o branco correspondente, utilizando o solvente 
ou a mistura de solventes em questão. Após 30 minutos, a leitura da 
absorvância foi realizada em espectrofotômetro (UV-1800 Shimadzu®, Japão), 
em 760 nm. Foi construída uma curva analítica com 7 pontos utilizando ácido 
gálico como padrão, abrangendo as concentrações de 2,5 µg/mL a 20 µg/mL, a 
qual foi utilizada para o cálculo da concentração de polifenóis em miligramas 
por grama de material vegetal seco. 
 
5.2.3 Avaliação de atividade antioxidante 
 
5.2.3.1 Ensaio da redução do complexo fosfomolibdênio 
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Cada extrato foi dissolvido, em triplicata, no mesmo solvente ou mistura 
de solventes que foi utilizado na extração (Tabela 18), a uma concentração de 
200 µg/mL. Em seguida, estas soluções foram filtradas em filtro de 0,22 µm de 
poro (Millippore®). O ensaio de atividade antioxidante foi avaliado a partir da 
mistura de 300 µL de uma solução de amostra e de 3000 µL de solução 
reagente do complexo de fosfomolibdênio (28% v/v Na3PO4 0,1 mol/L; 12% v/v 
(NH4)6Mo7O24.4H2O 0,03 mol/L e 20% v/v de solução de H2SO4 3 mol/L), em 
tubos de vidro com tampa de borracha. Os tubos foram mantidos em banho-
maria a 95ºC por 90 minutos, e após resfriamento, procedeu-se a leitura a 695 
nm, (espectrofotômetro UV-1800 Shimadzu®, Japão), para obtenção das 
absorvâncias, usando-se os solventes ou misturas de solventes de cada 
amostra como branco. A capacidade antioxidante das amostras foi expressa 
em relação ao padrão rutina (200 µg/mL, dissolvido em metanol), cuja atividade 
antioxidante de referência foi considerada 1,00. Os resultados foram expressos 
na forma de atividade antioxidante relativa AAR% (rutina), com cálculo 
estabelecido por meio da Equação 9: 
 
AAR%  rutina =
 absorvância  da  amostra  − absorvância  do  branco  
 absorvância  da  rutina   −(absorvância  do  bra nco )
x 100   (Equação 9) 
 
5.2.3.2 Ensaio da redução do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) 
 
Cada extrato foi dissolvido, em triplicata, no mesmo solvente ou mistura 
de solventes que foi utilizado na extração (Tabela 18), sendo obtidas soluções 
nas concentrações de 10, 25, 50, 125, 250 e 500 µg/mL. Em seguida, estas 
soluções foram filtradas em filtro de 0,22 µm de poro (Millippore®), e 2,5 mL das 
soluções foram misturas com 1 mL de solução etanólica de DPPH (1,1-difenil-
2-picrilhidrazil - 0,3 mM). A solução controle foi formada apenas pela mistura do 
solvente ou mistura de solventes utilizados na extração (1 mL) com as soluções 
obtidas (2,5 mL), de modo que para cada concentração exista um branco 
correspondente. Após o tempo de reação (30 minutos, a temperatura de 25ºC), 
as absorvâncias das amostras foram determinadas a 518 nm em 
espectrofotômetro (UV-1800 Shimadzu®, Japão) e convertidos em 
porcentagem de atividade antioxidante (IC%). Os resultados obtidos foram 
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comparados com o padrão de ácido ascórbico. A expressão dos resultados foi 
dada pela IC50 (em µg/mL), calculada com auxílio da equação da reta 
interpolada com os dados de concentração (eixo das abcissas) e IC% (eixo das 
ordenadas). O solvente ou a mistura de solventes utilizada na extração foram 
utilizados como branco (MENSOR et al., 2001). 
 
5.2.4 Obtenção de modelos de superfícies de resposta dos resultados da 
avaliação de teor de polifenóis e atividade antioxidante 
 
Modelos de superfícies de resposta utilizando como parâmetro os 
resultados da avaliação do teor de polifenóis e atividade antioxidante foram 
calculados através do software Statistica 8.0 (Statsoft Inc. 2007). O 
planejamento fatorial foi realizado utilizando como variáveis os solventes ou 
proporções de misturas de solventes utilizados na extração. O delineamento 
fatorial foi realizado para 4 variáveis dependentes (água, metanol, etanol e 
acetona), cujos valores codificados das proporções das misturas (em valores 
percentuais) são apresentados na Tabela 19. 
 
TABELA 19 – PROPORÇÕES DE SOLVENTES UTILIZADOS DURANTE O PLANEJAMENTO 
DE EXTRAÇÕES 
EXPERIMENTOS 









1 1,00 0,00 0,00 0,00 
2 0,00 1,00 0,00 0,00 
3 0,00 0,00 1,00 0,00 
4 0,00 0,00 0,00 1,00 
5 0,50 0,50 0,00 0,00 
6 0,50 0,00 0,50 0,00 
7 0,50 0,00 0,00 0,50 
8 0,00 0,50 0,50 0,00 
9 0,00 0,50 0,00 0,50 
10 0,00 0,00 0,50 0,50 
11 0,33 0,33 0,33 0,00 
12 0,33 0,33 0,00 0,33 
13 0,33 0,00 0,33 0,33 
14 0,00 0,33 0,33 0,33 
15 0,25 0,25 0,25 0,25 
16 0,25 0,25 0,25 0,25 
17 0,25 0,25 0,25 0,25 
18 0,25 0,25 0,25 0,25 
19 0,25 0,25 0,25 0,25 





O planejamento foi desenvolvido em triplicata ou quintuplicata, 
dependendo do parâmetro a ser avaliado, sendo composto por 19 
experimentos (4 extrações com solventes puros; 6 misturas binárias; 3 misturas 
terciárias; 1 mistura quaternária, sendo esta repetida 5 vezes). O tipo de 
planejamento utilizado para o desenho das misturas e obtenção das superfícies 
de resposta foi o Centróide Simplex, sendo avaliada a adequação de modelos 
lineares, quadráticos e cúbicos especiais. De acordo com o modelo utilizado, a 
avaliação estatística foi realizada de acordo com as tabelas de ANOVA para 
valores p do modelo e da falta de ajuste. Foram obtidas também as estimativas 
dos coeficientes da equação (bem como os limites de confiança para ±95%) 
para cada parâmetro. Diagramas de Pareto foram utilizados para facilitar a 
visualização dos efeitos principais e suas interações. Superfícies de resposta 
foram obtidas para aqueles parâmetros que obtiveram modelos significativos 
(p≤0,05) e falta de ajuste não significativos (p≥0,05) 
 





O cromatógrafo líquido utilizado nas análises foi um modelo Agilent® 
Technologies 1200 Series, com bomba binária G1312B, desgaseificador 
G1379B e forno de coluna TCC SL G1316B. O sistema foi acoplado a um 
espectrômetro de massas do tipo triplo quadrupolo da Applied Biosystems® 
modelo API 3200, utilizando fonte de ionização do tipo Eletrospray (ESI). O 
injetor automático e gerenciador de amostras utilizado foi o modelo CTC 
Waters® 2777 Sample Manager, e os dados obtidos pelo CLAE-EM/EM foram 
processados através do software Analyst®, versão 1.4.2. 
 
5.2.5.2 Preparo de amostras e de padrões de malvidinas 
 
Cada extrato de folhas foi dissolvido no mesmo solvente ou mistura de 
solventes que foi utilizado na extração (Tabela 18), a uma concentração de 250 
µg/mL; o extrato de flores foi dissolvido em metanol a uma concentração de 
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100 ng/mL. Em seguida, estas soluções foram filtradas em filtro de 0,22 µm de 
poro (Millippore®).  
Foram adquiridos padrões de oenina (malvidina 3-glucosídeo, lote 
BCBC4154), malvina (malvidina 3,5-diglucosídeo, lote BCB67747V) e malvidina 
(malvidina aglicona, lote BCBC2091V), todas da Sigma Aldrich®. Estes padrões 
foram ressuspendidos em metanol, a 1 mg/mL, e armazenados a -80°C até o 
momento do uso. Soluções de trabalho com a mistura das três malvidinas 
foram elaboradas a 500 ng/mL de cada composto, diluídas em acetonitrila/água 
(50:50 v/v), com 1% de ácido fórmico (v/v). 
 
5.2.5.3 Condições espectrométricas e cromatográficas do método de detecção 
de malvidinas 
 
A primeira etapa do desenvolvimento do método cromatográfico para 
avaliação de malvidinas foi a checagem do sinal dos analitos, realizada através 
da técnica da infusão direta (DIMS). Foi preparada uma solução contendo a 
mistura dos três padrões de malvidinas, cada um na concentração de 100 
ng/mL de cada, diluídos em acetonitrila/água (50:50 v/v). Esta concentração foi 
suficiente para obter-se uma intensidade de sinal com valores próximos entre 2 
x 105 e 1 x 106 cps (contagens por segundo), preconizada pelo fabricante do 
equipamento como sendo suficiente para que seja possível a posterior 
otimização automática dos parâmetros de detecção. Durante a realização da 
infusão direta, a posição do capilar vertical do ESI foi mantido em 10 mm e do 
horizontal em 5 mm. As amostras então foram infundidas no EM utilizando uma 
seringa (Hamilton®, Reno, NV-USA), mantendo um fluxo de alimentação de 10 
µL/min. O monitoramento das malvidinas foi realizado no modo positivo, em 
função das suas características estruturais e de ionização.  
Dado que a concentração utilizada na infusão se adequou às 
características do equipamento, foi então realizada a otimização automática 
(através do método Monitoramento de reações múltiplas - MRM) dos 
parâmetros de DP (potencial de desagregação), EP (potencial de entrada), 
CEP (potencial de entrada na célula de colisão), CE (energia de colisão) e CXP 
(potencial da célula de saída) do analisador de massas do equipamento. Um 
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ajuste fino de cada parâmetro foi realizado automaticamente para cada 
composto, e ao final deste procedimento foi obtido um relatório contendo todos 
os valores otimizados. Após a otimização por MRM, foram obtidos os espectros 
do íons moleculares [M-H]+ de todos os compostos, bem como seus 
fragmentos (íons-filhos). Foram então escolhidos para o monitoramento no 
espectrômetro de massas os dois fragmentos mais intensos (estáveis) relativos 
a cada malvidina. 
Após o ajuste dos parâmetros do analisador de massas, foram então 
otimizados os parâmetros da fonte de ionização. Para isto foi realizada uma 
Análise por Injeção em Fluxo (FIA), que ajustou CUR (gás de cortina), CAD 
(gás de colisão), GS1 (gás nebulizador), GS2 (gás secante), IS (voltagem do 
capilar) e TEM (temperatura da fonte). Este experimento foi realizado 
acoplando-se o cromatógrafo líquido, sem a coluna cromatográfica, ao 
espectrômetro de massas. A fase móvel utilizada foi acetonitrila/água (50:50 
v/v), com fluxo de 200 µL/min e volume de injeção de 10 µL. A posição vertical 
do capilar do Eletrospray foi ajustada para 3 mm, e a horizontal para 5 mm. 
Com os parâmetros espectrométricos ajustados, foi realizada a 
otimização do método cromatográfico. O desenvolvimento do método 
cromatográfico foi inicialmente baseado em estudos prévios disponíveis na 
literatura (WILLEMSE et al., 2013), utilizando a mistura de padrões a uma 
concentração de 100 ng/mL de cada malvidina. Em função das características 
moleculares dos analitos e da análise da literatura, optou-se pela utilização de 
coluna cromatográfica do tipo HILIC (XBridgeTM Amide, 3,5 µm, 4,6x250 mm, 
Waters® Corporation, EUA). Ajustes no sistema cromatográfico, como 
variações no fluxo (de 200 a 450 µL/min), composição (diferentes proporções 
de água em acetonitrila, variando de 90% a 50%) e modo de eluição da fase 
móvel (isocrática ou por gradiente) também foram avaliadas. Além disso, a 
necessidade do uso de aditivo na fase móvel (ácido fórmico) também foi 
considerada. Em todas as condições, o volume de injeção foi mantido em 20 
µL, e a temperatura do forno da coluna em 50ºC. Foram escolhidos os 
parâmetros que forneceram o melhor sistema cromatográfico, considerando o 
adequado perfil dos picos, a maior intensidade do sinal gerado e o menor 
tempo de corrida possível. 
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.3.1 Modelos de superfícies de resposta baseados nos resultados de 
quantificação de polifenóis e atividade anti-oxidante 
 
A Tabela 20 mostra o efeito dos solventes (ou do conjunto de solventes) 
no rendimento dos extratos (em % p/p), na quantificação de polifenóis e na 
avaliação da atividade antioxidante (através do IC50 e do % de rutina) das 
folhas de M. sylvestris. Com exceção do rendimento, todos os resultados são 
mostrados na forma de média ± DP. 
Com relação ao rendimento dos extratos, de forma geral, foi possível 
perceber um rendimento de massa extraída superior a 36% quando solventes 
de maior polaridade (água e metanol) são utilizados, tanto isoladamente quanto 
em associação binária. Isto pode ser explicado pela alta taxa de compostos 
polares derivados de carboidratos (mucilagens) presentes nesta espécie, 
sendo que alguns autores relatam a presença de até 7,2% em peso de 
mucilagens nas folhas da M. sylvestris (GASPARETTO et al. 2012). 
Os solventes de menor polaridade (etanol e acetona), quando utilizados 
isoladamente, fornecem rendimentos próximos a 20%. Etanol e acetona 
somente extraem massa com rendimento próximo a 30% quando em 
associações, não sendo expressivas as diferenças quando estas associações 








TABELA 20 – PROPORÇÕES DE SOLVENTES, RENDIMENTOS EM MASSA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELOS MÉTODOS DE FOSFOMOLIBDÊNIO E 
DPPH E QUANTIFICAÇÃO DE FENÓLICOS TOTAIS EM EXTRATOS DE FOLHAS DE M. sylvestris 
NOTA 1: a = água; m = metanol; e = etanol; ac = acetona  














(% rutina ± DP) 
POLIFENÓIS (mg/g ± DP) 
1 a (1) 42,40 241,27±8,16 19,83±2,29 47,37±7,65 
2 m (1) 36,98 185,44±6,43 34,17±1,43 115,42±14,64 
3 e (1) 22,56 103,48±1,23 39,56±3,28 150,10±14,52 
4 ac (1) 20,08 87,98±0,70 44,72±1,82 104,12±4,28 
5 a:m (1:2/1:2) 30,96 107,46±1,20 30,27±0,39 164,61±9,41 
6 a:ac (1:2/1:2) 31,35 111,09±12,47 38,64±2,56 220,14±7,68 
7 a:e (1:2/1:2) 30,79 91,30±0,84 23,85±3,19 307,35±3,43 
8 m:ac (1:2/1:2) 34,00 93,64±0,40 30,84±3,86 200,87±4,46 
9 m:e (1:2/1:2) 30,52 88,92±0,83 48,50±4,31 103,16±9,40 
10 e:ac (1:2/1:2) 27,11 75,42±1,74 34,05±2,25 161,84±11,35 
11 a:m:ac (1:3/1:3/1:3) 34,34 120,97±2,47 20,41±1,10 233,12±13,60 
12 a:m:e (1:3/1:3/1:3) 37,40 99,57±1,38 45,98±4,03 192,04±8,81 
13 a:e:ac (1:3/1:3/1:3) 35,64 94,75±0,85 36,92±0,19 212,34±7,67 
14 m:e:ac (1:3/1:3/1:3) 30,89 90,64±1,00 30,16±4,56 208,25±7,97 
15 a:m:e:ac (1:4/1:4/1:4/1:4) 32,11 273,18±2,44 25,80±0,91 221,11±18,78 
16 a:m:e:ac (1:4/1:4/1:4/1:4) 33,86 171,13±0,49 24,88±2,01 224,16±6,36 
17 a:m:e:ac (1:4/1:4/1:4/1:4) 34,49 385,12±9,06 24,88±1,20 227,31±12,54 
18 a:m:e:ac (1:4/1:4/1:4/1:4) 32,98 317,11±3,77 25,34±0,86 226,83±8,67 
19 a:m:e:ac (1:4/1:4/1:4/1:4) 33,10 181,14±1,51 27,98±2,01 219,22±7,72 
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Foram construídos modelos lineares, quadráticos e cúbicos para 
obtenção de modelos de superfícies de resposta para o rendimento em massa. 
Apesar de serem obtidos valores de R2 para a superfície acima de 0,90 (Tabela 
21), em todos os casos a falta de ajuste do modelo foi estatisticamente 
significativa segundo os testes de ANOVA (p≤0,05). No modelo linear, todos os 
fatores (água, metanol, etanol e acetona) foram significativos para a construção 
do modelo (p≤0,001). No modelo quadrático, somente foram significativos os 
fatores relacionados aos solventes puros e à interação binária entre etanol e 
acetona (p≤0,028), e no modelo cúbico especial, os únicos fatores significativos 
foram os solventes puros e as interações binárias entre água e metanol e entre 
etanol e acetona (p≤0,040). 
 
 
TABELA 21 – VALORES DE p E DE COEFICIENTE DE DETERMINAÇÃO DOS MODELOS 
OBTIDOS DURANTE A AVALIAÇÃO DO RENDIMENTO EM MASSA (%) 
MODELO 








VALOR DE p DA FALTA 
DE AJUSTE DO MODELO 
Linear 0,001 0,63 0,56 0,006 
Quadrático 0,003 0,87 0,75 0,014 
Cúbico especial 0,010 0,96 0,85 0,013 
FONTE: O Autor, (2013) 
 
Dessa forma, apesar do valor de R2 ajustado do modelo cúbico especial 
ser superior a 0,85, em nenhum modelo a falta de ajuste do modelo não foi 
significativa utilizando todos os termos gerados pelas equações (solventes 
utilizados isoladamente ou em associações binárias, ternárias ou quaternária, 
quando o modelo permitisse). Assim, não puderam ser construídos modelos de 
superfícies de resposta com valor preditivo adequado para a análise do 
rendimento. 
 Na avaliação da atividade antioxidante dos extratos pelo método do 
DPPH, as concentrações de extrato que atingiram o IC50 foram muito variáveis 
de acordo com o solvente utilizado, atingindo valores entre 75 µg/mL e 385 
µg/mL, quando utilizada a mistura binária etanol/acetona ou a mistura 
quaternária, respectivamente. Durante a elaboração das curvas para 
determinação do IC50, o valor do R
2 sempre foi superior a 0,95. Como pode ser 
observado na Tabela 22, apesar dos modelos linear, quadrático e cúbico terem 
sido estatisticamente significativos, a falta de ajuste destes modelos também o 
foi, o que restringe muito a capacidade preditiva dos modelos. 
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TABELA 22 – VALORES DE p E DE COEFICIENTE DE DETERMINAÇÃO DOS MODELOS 
OBTIDOS DURANTE A AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO 
MÉTODO DO DPPH 
MODELO 








VALORDE p DA FALTA 
DE AJUSTE DO MODELO 
Linear 0,017 0,089 0,038 <0,001 
Quadrático 0,029 0,191 0,036 <0,001 
Cúbico especial <0,001 0,740 0,662 <0,001 
FONTE: O Autor, (2013) 
 
 
Para determinar as equações das superfícies de resposta, no modelo 
linear todos os fatores (solventes puros) são significativos (p=0,024) e no 
modelo quadrático, somente são significativos os termos água e metanol 
(p=0,016). Já para o modelo cúbico, somente não são significativas as 
interações binárias entre metanol e acetona (p=0,112) e entre etanol e acetona 
(p=0,673). Todos os solventes puros, demais interações binárias 
(água/metanol, água/etanol, água/acetona e metanol/etanol) e todas as 
interações terciárias foram estatisticamente significativas (p=0,038). 
Semelhantemente, para os modelos elaborados para a avaliação da 
atividade antioxidante pelo método do fosfomolibdênio, apesar de todos os 
modelos serem significativos, para todos eles a falta de ajuste também foi 
significativa. Nada obstante, valores de R2 ajustado superiores a 0,87 foram 
observados para o modelo cúbico, ou seja, quase 90% dos dados das variáveis 
dependentes conseguem ser explicadas pelos regressores presentes no 
modelo. A Tabela 23 mostra os valores de p e de coeficientes de determinação 
para os modelos que avaliaram a atividade antioxidante pelo método do 
fosfolibdênio. 
 
TABELA 23 – VALORES DE p E DE COEFICIENTE DE DETERMINAÇÃO DOS MODELOS 
OBTIDOS DURANTE A AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO 
MÉTODO DO FOSFOLIBDÊNIO  
MODELO 








VALORDE p DA FALTA 
DE AJUSTE DO MODELO 
Linear <0,001 0,27 0,23 <0,001 
Quadrático <0,001 0,62 0,55 <0,001 
Cúbico especial <0,001 0,90 0,87 <0,001 
FONTE: O Autor, (2013) 
 
 
Para determinar as equações das superfícies de resposta, no modelo 
linear todos os fatores são estatisticamente significativos (p<0,001), porém no 
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modelo quadrático somente são significativos os fatores relacionados aos 
solventes puros (p<0,001) e os fatores relacionados a misturas binárias entre 
os solventes metanol e etanol (p<0,001), metanol e acetona (p=0,043) e etanol 
e acetona (p=0,001). Já para o modelo cúbico, apenas não foram significativos 
os termos relacionados à mistura binária entre água e metanol (p=0,058) e à 
mistura terciária entre água, etanol e acetona (p=0,464). 
Foram também realizadas as quantificações de compostos fenólicos 
(polifenóis). A Tabela 20 mostra os valores obtidos, em mg/g de extrato, 
utilizando todos solventes ou combinações de solventes. Quando os solventes 
são utilizados isoladamente, aquele que melhor consegue extrair compostos 
fenólicos é o etanol (aproximadamente 150 mg/g), seguido do metanol 
(aproximadamente 115 mg/g), acetona (105 mg/g) e água (50 mg/g). Quando 
misturas binárias foram aplicadas, os teores de polifenóis variaram de 
aproximadamente 100 mg/g (mistura entre metanol e etanol) até mais de 300 
mg/g (mistura água etanol). Misturas terciárias e quaternária não 
proporcionaram quantidades de polifenóis extraídos superiores a 230 mg/g de 
folhas. 
A Tabela 24 mostra os resultados obtidos para os modelos de 
superfícies de resposta no que diz respeito à determinação de fenólicos totais 
(mg/g).  
 
TABELA 24 – VALORES DE p E DE COEFICIENTE DE DETERMINAÇÃO DOS MODELOS 
OBTIDOS DURANTE A QUANTIFICAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS 
TOTAIS  
MODELO 








VALORDE p DA FALTA 
DE AJUSTE DO MODELO 
Linear 0,337 0,036 0,004 <0,001 
Quadrático <0,001 0,89 0,88 <0,001 
Cúbico especial <0,001 0,95 0,94 0,671 
FONTE: O Autor, (2013) 
 
Para o modelo linear, todos os fatores foram estatisticamente 
significativos (p<0,001), apesar de o modelo não ser significativo (p=0,337). Já 
para o modelo quadrático, todos os fatores relacionados aos solventes puros 
foram significativos, e das misturas binárias, somente aquela envolvendo o 
metanol e a acetona não foi significativa (p=0,651). 
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O modelo cúbico especial foi considerado estatisticamente significativo 
(p<0,001) e a sua falta de ajuste foi considerada não significativa (p=0,671), 
além dos coeficientes de determinação deste modelo possibilitarem a 
explicação aproximadamente 95% dos dados das variáveis dependentes. 
Todos os fatores puros foram considerados significativos, e das misturas, 
somente a mistura binária entre metanol e acetona (p=0,355) foi não 
significativa, como pode ser observado na Tabela 25. 
 
TABELA 25 – COEFICIENTES E ERROS PADRÃO DE CADA FATOR NA DETERMINAÇÃO 
DA EQUAÇÃO DA SUPERFÍCIE DE RESPOSTA DE PREDIÇÃO DA 













(A) Água 47,46 6,1760 <0,001 35,17 59,748 
(B) Metanol 115,46 6,1760 <0,001 103,18 127,753 
(C) Etanol 150,15 6,1760 <0,001 137,86 162,434 
(D) Acetona 104,17 6,1760 <0,001 91,88 116,455 
AB 331,29 30,0610 <0,001 271,48 391,104 
AC 924,83 30,0610 <0,001 865,02 984,644 
AD 404,05 30,0610 <0,001 344,24 463,863 
BC 270,95 30,0610 <0,001 211,14 330,759 
*BD -27,92 30,0610 0,355 -87,73 31,891 
CD 137,44 30,0610 <0,001 77,63 197,255 
ABC 487,94 188,6383 0,011 112,61 863,271 
ABD -873,34 188,6383 <0,001 -1248,67 -498,007 
ACD -1351,49 188,6383 <0,001 -1726,83 -976,163 
BCD 1183,56 188,6383 <0,001 808,23 1558,895 




A quantificação de compostos fenólicos totais, portanto, pode ser 
prevista a partir de um modelo cúbico especial. Este modelo considerando 
apenas os fatores estatisticamente significativos, com nível de confiança de 




Adicionalmente, é possível relacionar a importância de cada coeficiente 




Diagramas de Pareto são gráficos de colunas que ordenam os efeitos do 
modelo (neste caso, os coeficientes da equação), possibilitando a sua 
priorização. Mais uma vez, nota-se que a variável referente a interação binária 
entre os solventes metanol (B) e acetona (D) é a que menos contribui para o 




FIGURA 51 – DIAGRAMA DE PARETO RELACIONANDO OS EFEITOS DE CADA VARIÁVEL 
PARA O MODELO CÚBICO ESPECIAL DE PREDIÇÃO DE TEOR DE 
FENÓLICOS TOTAIS 
FONTE: O Autor, (2013) 
 
Como pode ser observado na Tabela 25, na Figura 51 e na equação 10 
todos os efeitos significativos binários são sinérgicos, e a maioria deles (com 
exceção da interação metanol:acetona) contribuem mais para a extração de 
compostos fenólicos (e consequentemente para uma maior quantificação no 
extrato) do que os solventes puros isolados. O maior valor para mistura binária 
observado foi para a interação água:etanol, seguida da interação água:acetona 
e então a interação água:metanol. Interações que não envolveram água 
apresentaram coeficientes menores, apesar de ainda significativos com 95% de 
nível de confiança. As interações terciárias envolvendo água:metanol:etanol e 
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metanol:etanol:acetona foram sinérgicas, ao passo que interações envolvendo 
água:metanol:acetona e água:etanol:acetona foram antagônicas. Quando 
analisadas somente as interações terciárias, a associação entre água e 
acetona parece prejudicar a eficiência da extração e consequentemente o teor 
de fenólicos; quando o terceiro componente é o etanol, o coeficiente negativo 
da associação (-1351,49) se torna mais relevante do que quando o terceiro 
componente é o metanol (-873,34). Tanto o etanol quanto a acetona (em suas 
interações) proporcionaram extratos cujo teor de compostos fenólicos é maior 
que os solventes puros isolados. Porém, dado este fator negativo nas 
associações terciárias envolvendo água e acetona, aliado ao fato de a acetona 
ser um solvente controlado pela Polícia Federal (Lista II da Portaria 1.274 de 
25/08/2003, do Ministério da Justiça) e em média 50% mais caro que o etanol, 
todas as análises estatísticas e o modelo de superfície de resposta proposto 
foram baseados na interação entre água:metanol:etanol. Assim, é mostrada na 
Figura 52, a superfície de resposta que representa a quantificação de 




FIGURA 52 – SUPERFÍCIE DE RESPOSTA DO MODELO CÚBICO ESPECIAL PARA 
PREDIÇÃO DA QUANTIFICAÇÃO DE FENÓLICOS TOTAIS EM EXTRATOS 
DE FOLHAS DE M. sylvestris (mg/g) EM FUNÇÃO DAS PROPORÇÕES DE 
ÁGUA, METANOL E ETANOL 




Os maiores valores de quantificação de compostos fenólicos são obtidos 
com uma mistura entre água e etanol. Isso inclusive pode ser corroborado 
através da observação dos coeficientes da equação, sendo que, quando são 
consideradas apenas as interações binárias entre os solventes considerados 
(água, metanol e etanol), o coeficiente da mistura água:etanol é o que produz o 
maior efeito sinérgico (+924,83). Analisando a Figura 52, uma pequena 
vantagem pode ser observada quando na mistura existe uma concentração 
maior de etanol. Dessa forma, ficou estabelecida a relação 70% em volume de 
etanol e 30% em volume de água para a obtenção de todos os extratos 
utilizados durante este trabalho.  
Considerando esta proporção de solventes e aplicando a equação 
gerada para este modelo, é possível predizer o valor da quantificação de 
fenólicos totais obtidos no extrato, de acordo com a Figura 53. 
 
 
FIGURA 53 – APLICAÇÃO DA EQUAÇÃO DE DETERMINAÇÃO DE FENÓLICOS TOTAIS 
PELO MODELO CUBICO ESPECIAL PARA AVALIAÇÃO DE EXTRATOS DE 
FOLHAS DE M. sylvestris 
FONTE: O Autor, (2013) 
 
 
Um experimento confirmatório de determinação de fenólicos totais, em 
triplicata, foi realizado com o solvente etanol 70% nas mesmas condições em 
que os experimentos para estabelecer a superfície de resposta foram 
executados. O resultado obtido foi de 309,0 ± 14,2 mg/g, mostrando boa 
concordância com o modelo obtido, que prediz o valor de 313,5 mg/g de 
fenólicos totais.  
Dessa forma, foi possível observar que apesar de o modelo cúbico 
especial ser o mais complexo e trabalhoso de ser obtido (dado que foi 
necessário maior número de experimentos e maior número de interações entre 
os solventes), este foi o único a não apresentar falta de ajuste significativa. 
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Assim, a consistência dos experimentos e do modelo foi considerada 
adequada, pois a diferença entre o valor médio obtido e o valor predito foi de 
apenas 4,5 mg/g ou 1,43% 
 
5.3.2 Método por CLAE/EM-EM para determinação de malvidinas em extratos 
de folhas e flores de M. sylvestris 
 
Para o desenvolvimento do método, foi escolhida a fonte de ionização do 
tipo Electrospray (ESI), em função da sua versatilidade no que tange à 
polaridade e à forma branda como ioniza os compostos. Após a definição da 
fonte de ionização, o próximo passo foi a checagem do sinal dos analitos. A 
Figura 54 mostra, no modo positivo de ionização, os íons moleculares dos 
compostos malvidina aglicona (331,1 m/z), malvidina 3-glucosídeo (493,0 m/z) 
e malvidina 3,5-diglucosídeo (654.9 m/z).  
 
 
FIGURA 54 - AVALIAÇÃO DOS ÍONS MOLECULARES [M + H]+ DOS PADRÕES DE 
MALVIDINA AGLICONA, MALVIDINA 3-GLUCOSÍDEO E MALVIDINA 3,5-
DIGLUCOSÍDEO, UTILIZANDO IONIZAÇÃO NO MODO POSITIVO 




Após a identificação do sinal de cada malvidina, foi realizado o 
experimento de Monitoramento de Reações Múltiplas (MRM) para otimização 
automática dos parâmetros individuais de voltagem dos compostos. Os 
parâmetros de voltagem ajustados foram o potencial de desagregação (DP), 
potencial de entrada (EP), potencial de entrada na célula de colisão (CEP), 
energia de colisão (CE) e potencial de saída da célula de colisão (CXP). Ao 
término da otimização automática, ficou definido que o modo positivo de 
ionização foi o mais eficiente para ionizar os compostos de interesse. 
Foram obtidos os dois fragmentos de íons mais intensos de cada 
composto, sendo o fragmento mais intenso utilizado para quantificação e o 
segundo fragmento mais intenso para a qualificação do sinal analítico. Assim, 
foram considerados os seguintes fragmentos de íons, em ordem decrescente 
de intensidade: malvidina aglicona (314,9 m/z e 286,9 m/z), malvidina 3-
glucosídeo (314,9 m/z e 330,9 m/z) e malvidina 3,5-diglucosídeo (331,0 m/z e 
493,0 m/z). A Tabela 26 mostra os parâmetros de voltagem ajustados de cada 
composto. 
 
TABELA 26 – PARÂMETROS DE VOLTAGEM OTIMIZADOS ATRAVÉS DE MRM PARA 
OBTENÇÃO DOS FRAGMENTOS MAIS INTENSOS DE MALVIDINA 



















314,9 66 10,5 22 37 6 
286,9 66 10,5 22 39 4 
Malvidina 3-
glucosídeo (493,0) 
314,9 41 7,5 22 61 6 




331,0 51 9,5 26 39 6 
493,0 51 9,5 26 27 8 
 
A próxima etapa de otimização do espectrômetro de massas foi o ajuste 
dos parâmetros da fonte de ionização, realizado através do método de Análise 
por Injeção em Fluxo (FIA). Os parâmetros otimizados nessa etapa foram: gás 
de interface (CUR): 10 psi; gás decolisão (CAD): 5 psi; gás de nebulização 
(GS1): 45 psi; gás auxiliar (GS2): 45 psi; voltagem do capilar (IS): 5500 V e 
temperatura da fonte: 450ºC. 
NOTA: 
(1)
Potencial de desagregação 
 
(2)
Potencial de entrada 
 
(3)
Potencial de entrada na célula de colisão 
 
(4)
Energia de colisão 
 
(5)
Potencial de saída da célula de colisão 
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Ao término das otimizações do espectrômetro de massas, foram 
realizados os ajustes cromatográficos, objetivando um método rápido, com o 
menor uso de solvente orgânico possível e com picos simétricos e o mais 
afilados possível. Após alguns testes utilizando colunas do tipo C18 e fases 
móveis envolvendo gradiente acetonitrila e água com ácido fórmico, os 
cromatogramas obtidos não foram considerados adequados por não 
apresentarem um adequado formato de pico (picos não afilados) ou por serem 
corridas muito extensas (superiores a 25 minutos). Com o objetivo de diminuir o 
tempo de corrida e obter picos com formato adequado, foi considerado o uso 
de colunas de amida do tipo HILIC (Cromatografia com Interação Hidrofílica, 
em português CIH), que são comumente utilizadas na separação de 
antocianidinas e antocianinas como as malvidinas. Após a realização de 
diversos testes cromatográficos, foi definida a utilização da coluna do tipo 
HILIC (XBridgeTM Amida, 3,5 µm, 4,6x250 mm, Waters® Corporation, EUA), 
com a fase móvel composta por acetonitrila e água, eluídas no modo gradiente. 
Esta composição do gradiente de fase móvel (mostrada na Tabela 27), 
proporcionou uma corrida com tempo de 16 minutos e um adequado formato 
de pico de todos os compostos. 
 
TABELA 27 – GRADIENTE DE ELUIÇÃO DE FASE MÓVEL DO MÉTODO PARA  ANÁLISE 
DE MALVIDINAS 
TEMPO (min) FLUXO (µL/min) 
SOLVENTES 
Água 0,1% AFO (%) Acetonitrila 0,1% AFO (%) 
0,0 350 90 10 
3,0 350 70 30 
6,0 350 70 30 
6,1 350 90 10 
16,0 350 90 10 
FONTE: O autor (2014) 
 
Os demais parâmetros cromatográficos foram fluxo de fase móvel 
ajustado em 350 µL/min, volume de injeção de 20 µL e temperatura do forno da 
coluna de 50°C. Após estas definições, o cromatograma representativo das 
malvidinas analisadas, utilizando uma mistura de padrões a 100 ng/ml de cada, 





FIGURA 55 – CROMATOGRAMA RELATIVO A MISTURA DE PADRÕES DE E MALVIDINA 
AGLICONA, MALVIDINA 3-GLUCOSÍDEO E MALVIDINA 3,5-DIGLUCOSÍDEO  
 
 
Utilizando as mesmas proporções de solventes propostos na Tabela 18, 
foram elaborados extratos de folhas de M. sylvestris (um total de 15 extratos) 
os quais foram analisados pelo método cromatográfico desenvolvido. O 
objetivo foi verificar a presença dos compostos nos extratos de folhas de M. 
sylvestris. Adicionalmente, foram analisados separadamente extratos 
metanólicos de flores de M. sylvestris. Os cromatogramas de todos os extratos 
foram comparados com cromatogramas obtidos com padrões das três 
malvidinas, e a confirmação se deu através da análise das massas presentes 
nos picos cromatográficos. A Figura 56 mostra os cromatogramas obtidos com 






FIGURA 56 – CROMATOGRAMAS DE EXTRATOS DE FOLHAS DE M. sylvestris 
UTILIZANDO COMO SOLVENTE EXTRATOR DIFERENTES 
PROPORÇÕES DOS SOLVENTES ÁGUA, METANOL, ETANOL E 
ACETONA 
NOTA: os solventes ou misturas de solventes utilizadas foram: a) água; b) metanol; c) etanol; 
d) acetona; e) água:metanol; f) água:acetona; g) água:etanol; h) metanol:acetona; i) 
metanol:etanol; j) etanol:acetona; k) água:metanol:acetona; l) água:metanol:etanol; m) 




(continuação) FIGURA 56 – CROMATOGRAMAS DE EXTRATOS DE FOLHAS DE M. 
sylvestris UTILIZANDO COMO SOLVENTE EXTRATOR 
DIFERENTES PROPORÇÕES DOS SOLVENTES ÁGUA, 
METANOL, ETANOL E ACETONA 
NOTA: os solventes ou misturas de solventes utilizadas foram: a) água; b) metanol; c) etanol; 
d) acetona; e) água:metanol; f) água:acetona; g) água:etanol; h) metanol:acetona; i) 
metanol:etanol; j) etanol:acetona; k) água:metanol:acetona; l) água:metanol:etanol; m) 




É possível analisar em todos os cromatogramas da Figura 56 que 
nenhum pico cromatográfico foi observado, nem quando foram utilizados 
solventes puros e nem quando foram utilizados solventes extratores compostos 
de misturas binárias, ternárias ou quaternária. A análise destes extratos obtidos 
de folhas foi realizada em função de a Farmacopéia Brasileira 4ª Edição (a 
última a conter monografia sobre a planta questão) considerar como ―droga 
vegetal‖ apenas as folhas da M. sylvestris. Todas as descrições macroscópicas 
e microscópicas de pó são relacionadas às folhas, bem como o próprio método 
de identificação da planta. Segundo esta edição da Farmacopéia, a M. 
sylvestris deve ser identificada através de cromatografia em camada delgada, 
onde a mancha da amostra (extrato metanólico ácido de folhas) deve ser 
comparada com a mancha do padrão ―malvidina monoglicosídeo‖ cujo valor de 
Rf é de aproximadamente 0,40. Para complementar a identificação, o 
cromatograma da amostra deve apresentar outras duas manchas com Rf 
aproximadamente de 0,45 e 0,70. 
Apesar de a Farmacopéia considerar apenas o uso de folhas de M. 
sylvestris, o Anexo I da RDC ANVISA N° 10 de 9 de março de 2010 considera 
que a planta possui indicações terapêuticas contra afecções respiratórias e 
processos inflamatórios de boca e garganta quando suas folhas e flores são 
utizadas na forma de infuso, administradas tanto por via oral quanto tópica. 
Dessa forma, extrato metanólico de flores de M. sylvestris (obtidas na época de 
floração da planta, no mesmo local onde foram coletadas as amostras para 
exsicata) foi submetido a análise cromatográfica para a avaliação da presença 
de malvidinas. O cromatograma referente ao extrato de flores (na concentração 
de 500 ng/mL) e à mistura de padrões de malvidina, malvina e oenina (na 











FIGURA 57 – (a) CROMATOGRAMA RELATIVO A MISTURA DE PADRÕES DE 
MALVIDINAS; (b) CROMATOGRAMA RELATIVO A EXTRATO 
METANÓLICO DE FLORES DE M. sylvestris 
NOTA: nos dois cromatogramas, o pico 1 representa a malvidina 3,5-diglucosídeo (malvina); o 




Como pode ser observado na Figura 57, o extrato oriundo de flores de 
M. sylvestris apresenta as três malvidinas pesquisadas. Dessa forma, fica 
comprovada a existênca destes marcadores na planta, porém não com o uso 
de extratos de folhas como propõe a Farmacopéia Brasileira 4ª Edição. Em 
geral, no Brasil, as flores da M. sylvestris não são utilizadas como matéria-
prima nos produtos cuja composição envolve esta planta. Em nenhuma 
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amostra comercial obtida para os estudos quimiométricos do Capítulo 2 deste 
trabalho, foi observada a presença de flores em associação com folhas. 
Como foi apresentado no Capítulo 1 deste trabalho, com relação à 
atividade anti-inflamatória, ainda que as malvidinas presentes nas flores 
provavelmente não sejam as únicas responsáveis pelo efeito terapêutico, o 
extrato de flores apresentou uma maior capacidade de inibir a liberação de 
mediadores inflamatórios do que qualquer extrato (bruto ou fracionado) obtido 
com as folhas.  Este fato é corroborado por trabalhos realizados com malvidina 
3-glucosídeo, a qual mostrou atividade anti-inflamatória dose-dependente em 
modelos de inflamação induzidos por TPA (PRUDENTE et. al., 2013).  
Dessa forma, considerar compostos da família das malvidinas como 
marcadores para a espécie M. sylvestris só será adequado se forem 
consideradas as flores da espécie, pois neste estudo o uso da cromatografia a 
líquido acoplada a espectrometria de massas não foi sensível para detectar a 

































Utilizando planejamentos experimentais do tipo Centróide Simplex, foi 
possível modificar as taxas de rendimento de massa extraída, de atividade anti-
oxidante (métodos do fosfomolibdênio e do DPPH) e de quantificação de 
polifenóis em extratos de folhas de M. sylvestris, obtidos com os solventes 
água, metanol, etanol e acetona (e suas misturas). Com os resultados das 
análises de quantificação de polifenóis, foi possível modelar uma superfície de 
resposta estatisticamente significativa e cuja falta de ajuste foi considerada 
insignificante. Esta superfície de resposta foi obtida com um modelo cúbico 
especial, que requer a realização de apenas 14 experimentos, considerando 
solventes puros e misturas binárias e terciárias. Desconsiderando o uso da 
acetona, que apresenta um custo maior e cuja obtenção é mais complicada, 
este modelo mostra que a combinação entre aproximadamente 70% de etanol 
e 30% de água fornece o extrato que apresenta a maior quantidade de 
polifenóis dentre as combinações avaliadas. Experimentalmente, foi obtido o 
teor de polifenóis de 309,0 ± 14,2 mg/g de folha; utilizando a equação proposta 
pelo modelo, são preditos 315,5 mg de polifenóis por grama de folhas. Dado o 
bom resultado obtido com esta mistura, esta foi a composição de solventes 
utilizada nas extrações que avaliaram a atividade anti-inflamatória (Capítulo 1 
deste trabalho). 
Utilizando as mesmas proporções de solventes do planejamento 
Centroide Simplex foram obtidos extratos de folhas de M. sylvestris, os quais 
foram avaliados quanto à presença de malvidinas através de CLAE-EM/EM. 
Adicionalmente, foram analisados extratos obtidos das flores desta espécie. 
Nenhum pico referente às malvidinas foi detectado nos extratos das folhas, 
porém no extrato de flores foram detectados picos referentes à malvidina 3,5-
diglucosídeo (malvina), mavidina 3-glucosídeo (oenina) e malvidina aglicona 
(malvidina). Dessa forma, ficou comprovada a existência dos marcadores desta 







6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 
Os resultados encontrados durante o desenvolvimento desta tese podem 
ser analisados de forma conjunta, pois as informações contidas em cada 
capítulo se complementam para que seja atingida uma conclusão geral. No 
primeiro capítulo, através de um método desenvolvido e validado para 
quantificações via CLAE-EM/EM de alguns mediadores inflamatórios (PGE2, 
PGD2, PGF2α e TXB2) extraídos do sobrenadante de cultivo celular contendo 
macrófagos RAW 264.7, foi constatado que das três espécies de ―Malvas‖ 
analisadas, a S. cordifolia foi a que teve a maior capacidade de reduzir a 
produção dos mediadores inflamatórios, seguida das flores e das folhas de M. 
sylvestris. É interessante perceber que, como descrito no segundo capítulo, 
ocorrem significativos problemas de rotulagem e identificação equivocada entre 
as espécies S. cordifolia e M. sylvestris, e isso se deve principalmente pela 
dificuldade de encontrar M. sylvestris (considerada como uma malva 
―verdadeira‖) no Brasil. Porém, mesmo não sendo nativa, a espécie M. 
sylvestris possui uma monografia na Farmacopéia Brasileira 4ª edição e seu 
uso é estimulado e recomendado pela RDC ANVISA n° 10/2010. Portanto, são 
necessários estudos adicionais (principalmente in-vivo) para incluir a espécie S. 
cordifolia, que é facilmente encontrada no Brasil, na relação das plantas 
medicinais de uso tradicional recomendadas pela ANVISA. Assim, mais 
evidências científicas confirmarão a efetividade anti-inflamatória desta espécie, 
quando utilizada na forma de decoctos, macerados e infusões que 
caracterizam o uso caseiro. 
Os ensaios de atividade anti-inflamatória com a M. sylvestris foram 
realizados com extratos obtidos com solvente contendo 70% de etanol e 30% 
de água. No terceiro capítulo desta tese, foram quantificados os fenólicos totais 
de extratos desta espécie obtidos com diversas combinações entre os 
solventes água, metanol, etanol e acetona, e os resultados mostraram que com 
o solvente etanol/água 70:30 (v/v) fornece um extrato com um dos maiores 
teores de polifenóis dentre os solventes testados. Assim, os resultados do 
terceiro capítulo complementam os resultados do primeiro, pois diversos 
autores relacionam diretamente a presença de polifenóis no extrato com a 
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intensidade da atividade anti-inflamatória observada. Ainda no terceiro capítulo, 
foram avaliados os extratos de folhas de M. sylvestris (obtidos com todas as 
combinações de misturas de solventes considerados nas extrações) e de flores 
desta espécie, quanto à presença de marcadores conhecidos genericamente 
como ―malvidinas‖. Com o método cromatográfico utilizado, somente foi 
possível detectar a presença destas substâncias nas flores, e não nas folhas 
desta espécie. Assim, é possível que a maior redução na liberação de 
mediadores inflamatórios observada com o uso das flores seja devido à 
presença destas substâncias, que também são derivados polifenólicos. 
Dessa forma, conclui-se que a atividade anti-inflamatória das espécies 
foi significativamente diferente e que medidas devem ser tomadas para evitar 
que ocorram erros de rotulagem e identificação das espécies, para que não 
sejam confundidas. Uma maior e mais completa investigação deve ser 
realizada com a espécie S. cordifolia, para confirmar o seu efeito terapêutico e 
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ANEXO I - VALORES DE p DOS TESTES ESTATÍSTICOS DE ANOVA E TESTE t PARA AVALIAÇÃO 
DE DIFERENÇAS ENTRE O GRUPO CONTROLE E OS GRUPOS QUE RECEBERAM 




















































































































NOTA: Todos os valores de p do Teste t foram obtidos da comparação entre amostras que receberam 
tratamento (alguma concentração de extrato de planta) com amostras controle 
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NOTA: Todos os valores de p do Teste t foram obtidos da comparação entre amostras que receberam 








ANEXO III – VALORES DE p DOS TESTES ESTATÍSTICOS DE ANOVA E TESTE t PARA AVALIAÇÃO 
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NOTA: Todos os valores de p do Teste t foram obtidos da comparação entre amostras que receberam 










ANEXO IV – VALORES DE p DOS TESTES DE ANOVA E TESTE t PARA AVALIAÇÃO DA DIFERENÇA 
NA CONCENTRAÇÃO DE PROSTANÓIDES ENTRE AMOSTRAS CONTROLE E 
AMOSTRAS QUE RECEBERAM TRATAMENTO 
METABÓLITO TRATAMENTO ANOVA (valor p) TESTE t (valor de p) 
PGE2 





LPS (0,5 µg/mL) <0,001
b 
PGD2 




LPS (0,5 µg/mL) <0,001
b 
TXB2 




LPS (0,5 µg/mL) <0,001
b 
PGF2α 








amostras tratadas com dexametasona, quando comparadas com amostras controle; 
b
amostras 





















































ANEXO V – VALORES DE p DOS TESTES ESTATÍSTICOS DE COMPARAÇÃO ENTRE AMOSTRAS 
TRATADAS COM EXTRATO DE M. sylvestris EM ASSOCIAÇÃO COM LPS E AMOSTRAS 


































































































































































































valores de p do teste t quando é comparado o tratamento com 10 µg/mL de extrato e LPS com 
tratamento somente com LPS; 
b
valores de p do teste t quando é comparado o tratamento com 50 µg/mL 









ANEXO VI – VALORES DE p DOS TESTES ESTATÍSTICOS DE COMPARAÇÃO ENTRE AMOSTRAS 














































































































































valores de p do teste t quando é comparado o tratamento com 10 µg/mL de extrato e LPS com 
tratamento somente com LPS; 
b
valores de p do teste t quando é comparado o tratamento com 50 µg/mL 













ANEXO VII – VALORES DE p DOS TESTES ESTATÍSTICOS DE COMPARAÇÃO ENTRE AMOSTRAS 
TRATADAS COM EXTRATO DE P. graveolens EM ASSOCIAÇÃO COM LPS E 





































































































































valores de p do teste t quando é comparado o tratamento com 10 µg/mL de extrato e LPS com 
tratamento somente com LPS; 
b
valores de p do teste t quando é comparado o tratamento com 50 µg/mL 
de extrato e LPS com tratamento somente com LPS 
 
 
